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POVZETEK 
 
Serotoninski receptor 2c je izjemno pomemben za delovanje centralnega živčnega sistema 
(CŽS), saj sodeluje pri uravnavanju procesov prehranjevanja, razpoloženja, vedenja, 
motorike in kognitivnih funkcij. Njegovo aktivnost uravnavata dve posttranskripcijski 
modifikaciji – preurejanje adenozinov (A) v inozine (I) na pre-mRNA in alternativno 
povezovanje eksonov. Obe močno vplivata na funkcionalnost receptorja. Preurejanje RNA A 
v I katalizirajo na RNA delujoče adenozin deaminaze (ADAR) na alternativnem eksonu Vb 
na petih bližnjih mestih adenozinov (A, B, C, D in E), kar lahko povzroči spremembo 
kodonov in s tem aminokislinskega zaporedja druge znotrajcelične zanke, s katero receptor 
vstopa v interakcije s proteini G. Posttranskripcijske modifikacije na pre-mRNA 5ht2c (in 
posledično funkcionalnost receptorja) uravnava mala nukleolarna RNA (snoRNA) 
SNORD115, ki vsebuje evolucijsko ohranjen segment nukleotidov, ki je komplementaren 
alternativnemu eksonu Vb. SNORD115 uravnava alternativno povezovanje eksonov z vezavo 
na utiševalno zaporedje, kar spodbudi vključitev eksona Vb v zrelo mRNA ter nastanek 
učinkovite dolge izooblike receptorja. Predvidevamo tudi, da SNORD115 z vezavo na ekson 
Vb blokira preurejanje transkripta 5ht2c in tako poveča signalizacijsko sposobnost receptorja. 
Izbris dela kromosona, ki nosi zapis za gen SNORD115@, povzroči nastanek Prader-
Willijevega sindroma. Na izražanje genov za ADAR in SNORD115 lahko vpliva več 
dejavnikov: okolje, genetika, zdravljenje z zdravili in izpostavitev stresu v mladosti in 
odraslosti. V okviru našega magistrskega dela smo preučevali vpliv genetike (sev) in okolja 
(obogateno in standardno) na izražanje obeh genov v prefrontalnemu korteksu možganov 
miši BALB/c in C57BL/6, ki se razlikujeta po nivojih serotonina v CŽS, z metodo qPCR. 
Dodatno smo z metodo sekvenciranja nove generacije (NGS) analizirali izražanje in 
frekvenco posameznih izooblik mRNA, ter obseg deaminacij adenozinov na posameznih 
položajih (A-E). Ugotovili smo, da tako genetsko ozadje kot izbira okolja (obogateno ali 
standardno) vsaj v izbranem časovnem oknu 4 tednov nimata pomembnega vpliva na 
izražanje obeh genov v prefrontalnemu korteksu možganov miši. Njun vpliv na izražanje 
posameznih izooblik in mest preurejanja pre-mRNA 5ht2c je zanemarljiv. 
 
 
Ključne besede: receptor 5-HT2C, preurejanje RNA A v I, ADAR, alternativno povezovanje 
eksonov, SNORD115, Prader-Willijev sindrom, NGS 
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ABSTRACT 
 
Serotonin receptor 2c is very important for the functioning of the central nervous system 
(CNS), as it participates in the control of eating, mood, behavior, motor and cognitive 
processes. Its activity is governed by two posttrancriptional modifications – deamination of 
adenosines to inosines (A-to-I RNA editing) and alternative splicing of exons. Both occur on 
the pre-mRNA encoding 5-HT2C receptor and have significant effect on the functioning of the 
receptor. A-to-I editing at five closely spaced adenosines (A, B, C, D, E) on alternative exon 
Vb is catalysed by enzymes ADAR (Adenosine Deaminases Acting on RNA), and can alter 
the codons and change amino acid sequence of the second intracellular loop through which 
receptor couples to proteins G. Small nucleolar RNA (snoRNA) SNORD115, which contains 
a phylogenetically conserved 18-nucleotide antisense element with perfect complementarity 
to the alternative exon Vb of 5ht2c primary trancript, finely regulates receptor's functionality. 
SNORD115 regulates alternative splicing of exons by binding to silencing element at the 
proximal splice site, which promotes exon Vb inclusion and the formation of fully functional 
long receptor isoform. It is also assumed that SNORD115 blocks A-to I editing of the 5ht2c 
trancript, thereby increasing the signaling ability of the receptor. SNORD115@ gene cluster 
is located on human chromosome 15q11-13. Deletion of paternally imprinted locus in that 
region results in Prader-Willi syndrome, a rare genetic disorder characterized by psychiatric, 
developmental and behavioural problems. The expression of ADAR and SNORD115 genes 
can be influenced by environmental and genetic factors, as well as drug treatment and 
exposure to stress in youth and adulthood. We used quantitative polymerase chain reaction 
(qPCR) to study the effects of genetics (strain) and environment (enriched and standard) on 
the expression of SNORD115 and ADAR genes in the prefrontal cortex of two mice strains, 
BALB/c and C57BL/6, which differ in serotonin levels in the CNS. In addition, we used next 
generation sequencing to analyse the expression and frequency of individual mRNA isoforms 
and the extent of adenosine deamination at all five positions. We have found that neither 
genetics nor choice of environment have significant influence on the expression of selected 
genes in the mouse brain prefrontal cortex. Their influence on the expression of individual 
edited isoforms and the extent of editing at individual positions, at least in the 4 week time 
window, is negligible. 
 
Keywords: 5-HT2C receptor, A-to-I editing, ADAR, alternative splicing, SNORD115, Prader-
Willi sindrom, NGS  
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ABECEDNI SEZNAM OKRAJŠAV 
 
A adenozin 
Actb aktin beta 
ADAR na RNA delujoča adenozin-deaminaza (angl. adenosine deaminase acting on RNA) 
C citidin 
cDNA komplementarna veriga DNA 
CŽS centralni živčni sistem 
DAG diacilglicerol 
ddH20 ultra čista voda 
DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
dNTP poljuben (G/A/T/C) 2'-deoksinukleotid trifosfat 
G gvanozin 
I inozin 
IP3 inozitol 1,4,5-trifosfat 
NGS določanje nukleotidnega zaporedja nove generacije (angl. new generation sequencing) 
OO obogateno okolje 
PCR verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
PWS Prader-Willijev sindrom 
pre-mRNA primarni prepis (transkript), prekurzorska mRNA (angl. primary transcript) 
RNA ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid) 
rRNA ribosomska RNA (angl. ribosomal RNA) 
snoRNA mala nukleolarna RNA (angl. small nucleolar RNA) 
SNP polimorfizem posameznih nukleotidov (angl. single nucleotide polymorphism) 
snRNA mala jedrna RNA (angl. small nuclear RNA) 
T timidin 
Tm talilna temperatura 
tRNA prenašalna RNA (angl. transfer RNA) 
qPCR verižna reakcija s polimerazo v realnem času (angl. quantative polymerase chain 
reaction, real-time PCR) 
5-HT2C serotoninski receptor 2c  
 
 
1 
1 UVOD 
 
1.1 Serotonin 
 
1.1.1 Odkritje serotonina 
Serotonin sta neodvisno odkrila Vittorio Erspamer in sodelavci v Rimu ter Irvine Page in 
sodelavci v Clevelandu. Espamer je serotonin prvič izoliral iz prebavnega trakta leta 1938 in 
ga imenoval enteramin. Leta 1948 so raziskovalci iz Clevelanda izolirali snov v krvnem 
serumu, ki je povzročala vazokonstrikcijo in so jo poimenovali serotonin (1). 
 
1.1.2 Vloga serotonina v telesu  
Serotonin ali 5-hidroksitriptamin (5-HT) je biogeni amin, ki ima v človeškem organizmu 
vlogo živčnega prenašalca (nevrotransmiterja) in tkivnega hormona. V centralnem živčnem 
sistemu (CŽS) se nahaja približno 5 % serotonina, največ pa ga najdemo v enterokromafinih 
celicah v prebavilih (2). Serotonin v obtočnem sistemu pljuč in ledvic povzroča krčenje žil 
(vazokonstrikcijo), v prečnoprogastih mišicah pa širjenje žil (vazodilatacijo). Ima pomembno 
vlogo pri hemostazi in spremembah krvnega tlaka. V prebavilih pospešuje peristaltiko. V 
CŽŠ serotonin deluje kot prenašalec. Nastaja v posebnih mešičkih (veziklih) v končnem delu 
presinaptičnega nevrona, od koder se po ustreznem impulzu sprosti v sinaptično režo. 
Serotonin, ki ni nevralnega izvora, nastaja predvsem v krvnih ploščicah (trombocitih) (3). Je 
predstopnja za sintezo hormona melatonina (1, 4). V CŽS igra serotonin pomembno vlogo pri 
uravnavanju razpoloženja, spanja, spolnosti in apetita. Serotonin imenujemo tudi »hormon 
sreče«, saj ima glavno vlogo pri občutenju sreče. Zaradi serotonina smo bolj sproščeni, 
srečni, zadovoljni in se bolje počutimo. Pri številnih obolenjih (depresiji, migreni, 
anksioznosti, psihozi,...) je pomankanje serotonina v možganih pomemben dejavnik (2). 
Pomankanje serotonina lahko povzroča tudi poslabšanje razpoloženja, agresijo, anksioznost, 
motnje spanja in apetita ter vpliva na zmanjšanje kostne mase, slabšo regeneracijo tkiv in 
slabšo koagulacijo krvi (5).  
  
1.1.3 Sinteza in razgradnja serotonina 
V sesalcih se serotonin sintetizira iz esencialne aminokisline L-triptofana pod vplivom 
encimov triptofan hidroksilaze in 5-hidroksitriptofan dekarboksilaze (6). Sinteza poteka v 
CŽS, pljučih, vranici ter v enterokromafinih celicah črevesne sluznice. Razgradnja serotonina 
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poteka predvsem z oksidativno deaminacijo, ki jo katalizira encim monoamin oksidaza A. 
Sledi oksidacija do 5-hidroksiindolocetne kisline, ki se izloča iz telesa z urinom (1, 7).  
 
1.1.4 Vrste receptorjev za serotonin 
Poznamo 14 vrst serotoninskih receptorjev, ki so razvrščeni v 7 razredov (receptorji 5-HT1 do 
5-HT7). Receptor 5-HT1 ima še 6 podtipov (5-HT1A do 5-HT1F), receptor 5-HT2 pa 3 podtipe 
(5-HT2A do 5-HT2C) (8). Vsi serotoninski receptorji so sklopljeni s proteinom G, razen 
receptor 5-HT3, ki je od liganda odvisen kationski kanal. S proteinom G sklopljeni receptorji 
(GPCR) so sestavljeni iz 7 transmembranskih vijačnic alfa. Odgovorni so za prenos signala v 
citosol z aktivacijo ali zaviranjem adenilat ciklaze ali aktivacijo fosfolipaze C (9). 
V magistrski nalogi obravnavamo receptor 5-HT2C, zato bomo v nadaljevanju opisali 
normalno in patološko dogajanje samo na tem receptorju. 
 
1.2 Receptor 5-HT2C  
 
1.2.1 Vloga receptorja 5-HT2C 
Receptor 5-HT2C je najbolj izražen v CŽS, predvsem v epitelijskih celicah horoidnega 
pleksusa (10), v manjši meri pa tudi v limbičnemu sistemu, hipokampusu, amigdali in 
hipotalamusu (11, 12). 5-HT2C je udeležen v vedenjskih in kognitivnih procesih, ter vpliva na 
motorično funkcijo, apetit, endokrino izločanje, krvni tlak, gibljivost črevesja, predvsem pa 
se ga omenja v povezavi s psihičnimi motnjami, agresivnim vedenjem in spremembami v 
razpoloženju (8).  
Gen za receptor 5-HT2C se pri ljudeh nahaja na kromosomu X, na lokusu q-24, pri miših pa v 
regiji d-F4 prav tako na kromosonu X (13). Gen je sestavljen iz 6 eksonov, najpomembnejši 
je ekson Vb, ki kodira drugo znotrajcelično zanko receptorja, s katero receptor vstopa v 
interakcijo s proteinom G. V procesu transkripcije se gen za receptor prepiše v pre-mRNA, ki 
je v nadaljevanju podvržena dvema vrstama posttranskipcijskih modifikacij (poglavje 1.3): 
encimskemu preurejanju adenozinov (A) v inozine (I) (angl. adenosine-to-inosine editing) in 
alternativnemu povezovanju eksonov (angl. alternative splicing) (14). 
 
1.2.2 Signalna pot receptorja 5-HT2C  
Vezava serotonina na receptor preko proteina G aktivira fosfolipazo C, ki spodbuja hidrolizo 
membranskih fosfolipidov, kar ima za posledico dvig znotrajceličnega nivoja sekundarnih 
prenašalcev: inozitol 1,4,5-trifosfata (IP3) in diacilglicerola (DAG) (9). IP3 se sprosti v 
 
 
3 
citosol in spodbuja sproščanje kalcijevih ionov (Ca2+) preko vezave na receptorje za IP3 v 
endoplazemskem retikulumu. DAG ostane v celični membrani, kjer aktivira protein kinazo C, 
ki fosforilira in uravnava aktivnost številnih celičnih proteinov (15). Poleg aktivacije 
fosfolipaze C lahko nekateri agonisti receptorja 5-HT2C namesto tega aktivirajo fosfolipazo 
A2 ali fosfolipazo D (16).  
Motnje v signalnih poteh receptorja 5-HT2C so zelo verjetno povezane z anksioznostjo, 
depresijo in shizofrenijo (17, 18), ugotovili pa so tudi, da so miši, ki nimajo funkcionalnih 
receptorjev 5-HT2C, pasivne, izkazujejo povečano anksioznost ter nepravilnosti v 
metabolizmu (prekomerna telesna masa) (19, 20).  
 
1.3 Posttranskripcijsko uravnavanje aktivnosti receptorja 5-HT2C v CŽS  
 
Aktivnost receptorja 5-HT2C uravnavata dve posttranskipcijski modifikaciji, ki vplivata na 
njegovo sposobnost prenosa signala: 
1. preurejanje RNA (encimska deaminacija A v I) in 
2. alternativno povezovanje eksonov  
 
1.3.1 Preurejanje RNA 
Preurejanje RNA je posttranskripcijska modifikacija, ki spremeni zaporedje mRNA glede na 
tisto, ki je zapisano v genu (tj. na nivoju DNA) in pri translaciji vodi do spremembe strukture 
in funkcionalnosti nastalega proteinskega produkta (21). Izraz preurejanje RNA so prvič 
uporabili pri preurejanju transkripta v mitohondriju bičkarja tripanosome (22). Od takrat se ta 
izraz uporablja za opis številnih procesov, ki ustvarijo RNA z drugačnim nukleotidnim 
zaporedjem, kot je tisto, zapisano v genomski DNA (preglednica I). 
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Preglednica I: Prikaz različnih oblik preurejanja mRNA (prirejeno po 22).  
Različne oblike preurejanja mRNA 
Tip preurejanja Organizem mRNA (primer) Mehanizem 
Insercija/delecija 
insercija/delecija U Protisti - Kinetoplastea 
(mt) 
Večina Cepitev/ligacija 
insercija C Glive sluzavke (mt) Večina, tudi v tRNA, 
rRNA 
/ 
Konverzije/zamenjave 
C v U Glive sluzavke (mt) 
Višje rastline (mt, kp) 
Sesalci (j) 
COX1 
Večina, tRNA, rRNA 
Apolipoprotein B 
/ 
deaminacija C 
deaminacija C 
U v C Sesalci (j) 
Višje rastline (mt, kp) 
Wilms tumor protein 
Samo nekatere mRNA 
/ 
/ 
A v I Sesalci (j) 
Virus hepatitisa D (v) 
Glutamatni receptor 
mRNA, ki kodira za 
protein Delta  
deaminacija A 
deaminacija A 
U v A Človek (j) Alfa galaktozidaza / 
mt-mitohondrij, kp-kloroplast, j-jedro, v-virus 
 
Najpogostejši mehanizem preurejanja RNA je encimska deaminacija A (na položaju C6) do I, 
ki ga katalizirajo na RNA delujoče adenozin deaminaze (angl. adenosin deaminases acting 
on RNA, ADARs). Le-te katalizirajo preurejanje samo na dvoverižni RNA (dsRNA), ki 
nastane, ko se (pre-m)RNA naloži sama nase (zvije) zaradi komplementarnih odsekov na 
sami (pre-m)RNA (slika 1). 
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Slika 1: Dvoverižna struktura segmenta primarnega transkripta receptorja 5-HT2C, kamor se vežeta 
encima ADAR, in mesta, na katerih poteka preurejanje RNA A v I (A-E). Zaradi komplementarnih 
odsekov na pre-mRNA ta lokalno zavzame dvoverižno strukturo (23). 
 
Primarni transkript gena za receptor 5-HT2C (5ht2c) je v kodirajočem delu (v eksonu Vb) 
podvržen pretvorbi A v I. Inozin translacijski mehanizem celice prepozna kot gvanozin, kar 
vodi v spremembo kodona in posledično vgradnjo druge aminokisline v rastočo polipeptidno 
verigo (24, 25). Najbolje dokumentirani primeri takšnega preurejanja RNA pri sesalcih so v 
transkriptih genov za nekatere podtipe ionotropnih glutamatnih receptorjev (iGluR) in  
receptor 5-HT2C.  
Pri receptorju 5-HT2C poteka preurejanje RNA A v I na alternativnem eksonu Vb na petih 
bližnjih mestih adenozinov (A, B, C, D in E (imenovan tudi C'); sliki 1 in 2), kar lahko 
povzroči spremembo treh kodonov, ki zapisujejo aminokislinske ostanke v drugi 
znotrajcelični zanki, ki je ključnega pomena za signalizacijo receptorja. Kombinacija 
različnih deaminacij A do I na teh mestih lahko ustvari do 32 različnih izooblik mRNA, ki 
kodirajo 24 različnih receptorskih proteinov. To pomembno vpliva na učinkovitost 
sklapljanja (povezovanja) receptorja s proteinom G. Glavna posledica pretvorb je tako 
zmanjšana konstitutivna aktivnost in jakost signalizacije receptorja kot tudi nižja afiniteta do 
agonistov (14, 26). Nekatere študije in vivo nakazujejo, da izpostavitev miši akutnemu stresu 
kmalu po skotitvi izzove povečanje obsega preurejanja mRNA receptorja 5-HT2C kar 
povzroči spremenjene signalne lastnosti izooblik 5-HT2C (27–29). Vse to vodi do resnih 
vedenjskih in kognitivnih zapletov in nenormalnosti pri hranjenju in metabolizmu (30). 
Preurejanje RNA na mestih A (z ali brez B) in D spremeni (genetsko kodirano) aminokislino 
izolevcin (Ile oz. I) v valin (Val oz. V). Preurejanje RNA samo na mestu B povzroči 
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zamenjavo aminokisline izolevcin v metionin (Met oz. M). Preurejanje RNA na mestu C 
povzroči zamenjavo asparagina (Asn oz. N) v serin (Ser oz. S), na mestih E in C dobimo 
glicin (Gly oz. G) namesto asparagina, ter na mestu E aspartat (Asp oz. E) namesto aspargina  
(slika 2) (31). Ena od možnih receptorskih izooblik ima na mestih 157, 159 in 161 
aminokislinske ostanke valin-serin-valin (VSV), kar za štirikrat zmanjša aktivnost in 
sposobnost receptorja, da aktivira fosfolipazo C v primerjavi z genetsko kodirano izoobliko 
(izolevcin-asparagin-izolevcin; INI). Popolno preurejena izooblika z aminokislinskimi 
ostanki valin-glicin-valin (VGV) ima najmanjšo sposobnost sklapljanja s proteinom G in 
posledično najmanjšo signalno moč (32, 33). Med vsemi izooblikami, ki se izražajo v 
miših/podganjih in človeških možganih, sta najbolj pogosti delno preurejeni izoobliki VSV in 
VNV (14, 32). 
 
 
Slika 2: Preurejanje A v I v pre-mRNA 5ht2c na mestih A, B, C, D in E spremeni kodirni potencial 
treh kodonov in s tem aminokislinske ostanke na položajih 156 (I), 158 (N) in 160 (I), ki so del druge 
znotrajcelične zanke receptorja, s katero ta vstopa v interakcijo s proteinom G (prirejeno po (31)).  
Zamenjave na vseh petih mestih lahko katalizirata tako encima ADAR1 kot ADAR2, vendar 
so študije na miših pokazale, da ima za mesti A in B višjo afiniteto ADAR1, za mesto D pa 
ADAR2, medtem ko mesti E (oz. C') in C lahko deaminirata oba (25, 34, 35). Človek ima tri 
gene za encime ADAR. ADAR1 in 2 se najbolj izražata v možganih. Oba katalizirata 
preurejanje A v I v citosolu, medtem ko ADAR2 deluje tudi v jedru. ADAR 3 se nahaja v 
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posameznih živčnih tkivih in ni katalitično aktiven (36), vendar naj bi, po podatkih Chena in 
sodelavcev zaviral delovanje obeh encimov pri preurejanju A v I (37). Aktivnost in 
funkcionalnost encima ADAR1 ima pomembno vlogo pri uravnavanju aktivacije prirojenega 
imunskega odziva preko destabilizacije endogenih dsRNA. Mutacija ali izguba funkcije 
ADAR1, prepreči nastanek nestabilne dsRNA, ki jo telo zamenja za virusno RNA, kar 
povzroči avtoimunski odgovor (38, 39). Motnje v izražanju ADAR1 so povezane z redko 
avtoimuno boleznijo, imenovano sindrom Aicardi-Goutieres (40). Bolezen prizadane 
možgane in kožo, večina bolnikov pa ima tudi fizične in intelektualne težave. Raziskave so 
pokazale, da delecija gena za dADAR, ki je homologen genu ADAR2 pri sesalcih, pri vinski 
mušici (Drosophila melanogaster) močno poslabša delovanje in integriteto CŽS (41). Izguba 
gena za ADAR1 ali spremenjeno izražanje ADAR1 in 2 pa naj bi vplivalo tudi na rast 
melanoma in mestastaz (42).  
1.3.2 Alternativno povezovanje eksonov  
Alternativno povezovanje eksonov je proces, ki omogoča, da iz enega samega gena dobimo 
več različnih mRNA, ki kodirajo različice nekega proteina ali izkazujejo različno stabilnost 
(življenjsko dobo). Gen je sestavljen iz izmenjujočih se eksonskih in intronskih zaporedij. Pri 
transkripciji se informacija, zapisana v obliki nukleotidnega zaporedja na genu v molekuli 
DNA, sprva prepiše v primarni prepis (pre-mRNA, katere nukleotidno zaporedje je torej 
identično genu na DNA). V procesu zorenja mRNA se intronska zaporedja izrežejo iz pre-
mRNA, eksonska pa se med seboj povežejo. Zrela mRNA prenese gensko informacijo v 
citosol, kjer z ribosomi poteka sinteza polipeptidov. Pri alternativnem povezovanju eksonov 
nadzorni mehanizem odloči, kateri eksoni bodo vključeni v zrelo mRNA. Z izpustitvijo enega 
ali več eksonov celica identično gensko informacijo lahko izkoristi na različne načine in 
ustvari drugačne izooblike mRNA ali proteinov. Transkript gena 5ht2c je podvržen 
alternativnemu povezovanju eksonov (14, 18, 43). Ekson V ima dve alternativni donorski 
povezovalni mesti (angl. splice donor sites), kar vodi do nastanka dveh izooblik receptorja 5-
HT2C različnih dolžin (slika 3). Kadar pride do uporabe distalnega mesta (Dss) povezovanja 
eksonov (tj. alternativni ekson Vb se vključi v zrel transkript), nastane dolga izooblika 
mRNA, ki nosi zapis za polno funkcionalen serotoninski receptor 2C. Z uporabo 
proksimalnega mesta (Pss) povezovanja eksonov je alternativni ekson Vb izpuščen (tj. 
nastane krajša izooblika mRNA receptorja 5-HT2C, ki kodira receptor z le tremi 
transmembranskimi domenami (18)). 
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Proces alternativnega povezovanja eksonov transkripta 5ht2c uravnava SNORD115 (v 
starejši literaturi poimenovana tudi HBII-52), ki spada v skupino majhnih nukleolarnih RNA 
(snoRNA). SnoRNA so kratke enoverižne nekodirajoče RNA z dolžino med 60 in 300 
nukleotidov, ki sodelujejo pri posttranskripcijskih modifikacijah ribosomskih RNA (rRNA) 
in malih jedrnih RNA (snRNA) (44). Zapisi za sintezo majhnih nukleolarnih RNA se običajo 
nahajajo v intronih genov, ki kodirajo proteine. Intronske snoRNA zapustijo pre-mRNA v 
procesu izrezovanja intronov oz. povezovanja eksonov (angl. RNA splicing). SnoRNA se 
zadržujejo v jedrcu (nukleolusu), kjer opravljajo svoje funkcije (45).  
Majhne nukleolarne RNA lahko glede na njihovo strukturo razdelimo v dva razreda: 
snoRNA, ki imajo motiv C/D in se imenujejo SNORD, ter snoRNA z ohranjenim motivom 
H/ACA, ki se imenujejo SNORA.  
 
Slika 3: Shematska ponazoritev posttranskripcijskih procesov, ki potekajo na transkriptu gena 5ht2c. 
Prikaz mest preurejanja RNA (deaminacije A v I; označena z A do E) in alternativnega povezovanja 
eksonov. Če pride do uporabe proksimalnega mesta povezovanja eksonov (Pss, angl. proximal splice 
site), nastane krajša izooblika mRNA, z vključitvijo eksona Vb (tj. kadar je uporabljeno distalno 
mesto povezovanja eksonov (Dss, angl. distal splice site)) pa nastane dolga izooblika mRNA. Ekson 
Vb kodira drugo znotrajcelično zanko receptorja 5-HT2C. Znaka »stop« ponazarjata položaja 
zaključnih kodonov na mRNA. Izpustitev eksona Vb tako povzroči premik bralnega okvirja in 
predčasno ustavitev translacije mRNA receptorja 5-HT2C. Nukleotidno zaporedje eksona VI se tako 
ne prevede v aminokislinsko zaporedje, kar povzroči nastanek krajše izooblike receptorja. 
SNORD115 vsebuje zaporedje, ki je komplementarno zaporedju alternativnega eksona Vb in 
domnevno nadzira oba posttranskripcijska procesa. Ob vezavi SNORD115 na pre-mRNA 5ht2c, le-ta 
domnevno usmerja 2'-O-metilacijo riboze nukleotida na položaju C, ki se nahaja nasproti petega 
nukleotida navzgor glede na motiv D (CUGA) (označeno z zvezdico) (46). 
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SNORD115 vsebuje evolucijsko ohranjeno zaporedje 18 nukleotidov, ki so komplementarni 
zaporedju alternativnega eksona Vb na pre-mRNA serotoninskega receptorja 2c (slika 2) 
(47). Vezava SNORD115 na komplementarno zaporedje na eksonu Vb pre-mRNA 5ht2c 
spodbudi vključitev tega alternativnega eksona v zrelo mRNA (blokira utiševalno zaporedje, 
ki nadzira proces spajanja eksona Vb). Tako posredno spodbuja nastajanje dolge, polno 
funkcionalne izooblike receptorja s 7 transmembranskimi domenami (48, 49). Če do vezave 
SNORD115 na pre-mRNA eksona Vb ne pride, je ta v večjem obsegu izključen iz zrele 
mRNA. Posledično to privede do krajše izooblike receptorja 5-HT2C, ki ni sposobna prenosa 
signala (18, 50). Izpustitev tega eksona namreč povzroči premik bralnega okvirja (angl. frame 
shift) in pojav zgodnjega zaključnega kodona, ki prekine translacijo po tretji 
transmembranski domeni in posledično pozvroči nezmožnost znotrajcelične signalizacije 
(18). Čeprav krajša izooblika 5-HT2C nima sposobnosti signalizacije, ima pomembno vlogo 
pri uravnavanju serotoninergične aktivnosti. Z daljšo proteinsko izoobliko namreč tvori 
heterodimere v endoplazemskemu retikulumu in ji preprečuje izhod v plazmalemo (tj. na 
celično površino), ter s tem zavira signalizacijo prek receptorja 5-HT2C (51). Vitali in 
sodelavci so ugotovili, da ima SNORD115 pomembno vlogo tudi pri regulaciji preurejanja 
RNA, saj naj bi z metilacijo riboze na položaju 2' preprečila delovanje encima ADAR in 
pretvorbo adenozina v inozin na mestu C, ter posledično ohranjala večjo funkcionalnost 
receptorja 5-HT2C (36). Flomen in sodelavci so pokazali, da ima preurejanje RNA (A v I) 
transkripta 5ht2c pomemben vpliv na vključitev eksona Vb v zrelo mRNA. Samo preurejanje 
na mestih A in B ni bilo zadostno za vključitev eksona Vb v zrelo mRNA, medtem ko je bilo 
preurejanje na mestih E, C in/ali D zadostno za pomik ravnotežja v smer nastanka dolge 
izooblike receptorja. Vzrok temu je lahko sprememba nukleotidnega zaporedja vezavnih mest 
za dejavnike, ki se vežejo na utiševalna signalna zaporedja, ki nadzirajo spajanje eksonov. 
Kljub nastanku dolge izooblike receptorja pa takšna modifikacija negativno vpliva na 
signalizacijo receptorja – ker translacijski mehanizmi prepoznavajo inozin kot gvanozin, se 
spremenijo kodoni, ki zapisujejo aminokislinske ostanke v drugi znotrajcelični zanki 
receptorja. SNORD115 ima nasprotno pozitiven učinek na funkcionalnost receptorja, ker 
poveča vključitev eksona Vb v zrelo mRNA brez potrebe po preurejanju RNA (46, 52). 
Serotoninski receptor 2C ima pomembno vlogo pri regulaciji počutja, anksioznosti, stresa, 
hranjenja in drugih aspektov obnašanja, zato lahko njegovo moteno delovanje povzroča 
patofiziološka stanja pri človeku. Gen za SNORD115 se nahaja kromosomu 15, na lokusu 
15q11-q13, ki je povržen genetskemu vtiskovanju. Izbris dela tega kromosoma, 
podedovanega po očetu, povzroči nastanek Prader-Willijevega sindroma (PWS), ki je 
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genetska bolezen, katere simptomi vključujejo nizek mišični tonus in razvoj morbidne 
debelosti že v otroštvu kot posledica hiperfagije. Posamezniki s PWS imajo pogosto 
kognitivne in vedenjske težave, ponavadi pa so tudi nižje rasti in imajo majhna stopala in 
dlani (53).  
 
1.4 Vpliv serotoninergične aktivnosti (sinaptične koncentracije 5-HT) na 
preurejanje mRNA 5ht2c 
Genetska predispozicija in akutni stresni dogodki v mladosti so lahko ključni dejavniki za 
razvoj depresije v odrasli dobi. Moteno delovanje možganskih funkcij v mladosti se nadaljuje 
tudi v odraslo obdobje in je takrat pogosto rezistentno na antidepresivno zdravljenje (54). Kot 
model za proučevanje vpliva genetske predispozicije in hudih stresov v mladosti na razvoj 
kasnejše depresije pogosto uporabljajo sev miši BALB/c, ki v primerjavi z mišmi seva 
C57BL/6 proizvaja manj serotonina (glej 3.3.1).  
Na obsežnost preurejanja pre-mRNA 5ht2c med drugim vplivajo stres, kronično zdravljenje s 
selektivnimi zaviralci privzema serotonina (angl. SSRI, Selective serotonin reuptake 
inhibitors; npr. fluoksetin) in obogateno okolje. Od profila preurejanja je odvisna tudi 
sposobnost sklapljanja receptorja s proteinom G ter posledično aktivnost, funkcionalnost 
receptorja ter afiniteta do serotonina. Zlasti pomemben je vpliv deaminacije adenozinov na 
položajih C ali C in E, ki izrazito negativno vpliva na aktivnost receptorja 5-HT2C in afiniteto 
do agonistov (18, 26).  
Močno povečano preurejanje A v I receptorja 5-HT2C so opazili v možganih samomorilnih 
žrtev z zgodovino hude depresije, ki so bili podvrženi hudemu akutnemu stresu v zgodnjem 
življenskem obdobju (29). Pri samomorilcih z depresivnimi motnjami so v prefrontalni skorji 
odkrili povečan obseg sprememb na mestih E in C in zmanjšan obseg sprememb na mestu D. 
Posledica je manj aktiven receptor. Gurevich in sodelavci so ugotovili, da je vzrok za 
povečano preurejanje na mestu E tudi dolgotrajna serotoninska aktivacija receptorja. 
Nasprotno pa znižan nivo serotonina povzroči zmanjšan obseg deaminacije adenozinov na 
mestih C in E, kar vodi do nastanka receptorja s povišano aktivnostjo in afiniteto za serotonin 
(55). Z drugimi besedami, pri odraslih miših, ki jim primankuje serotonina, je obseg 
preurejanja RNA močno zmanjšan (zlasti na mestu C in E), kar povzroča povišano izražanje 
izooblik mRNA 5ht2c, ki kodirajo visoko občutljive receptorje za serotonin. Na drugi strani 
pa zdravljenje z agonistom receptorja 5-HT2C močno poveča obseg preurejanja RNA in 
posledično zmanjša učinkovitost receptorja (55). 
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Englander in sodelavci so ugotovili, da imajo odrasle miši seva BALB/c, ki proizvajajo manj 
serotonina, večinsko izoobliko mRNA 5ht2c takšno, kot je zapisana v genomu (tj. ni 
podvržena preurejanju RNA) in torej kodira receptor z visoko aktivnostjo in afiniteto za 
agoniste, medtem ko ima sev miši C57BL/6 (normalen nivo serotonina) večino izooblik 
mRNA 5ht2c preurejenih. Študija je tudi pokazala, da izpostavitev odraslih miši seva 
BALB/c akutnemu stresu ali kronični aplikaciji fluoksetina poveča obseg preurejanja mRNA 
5ht2c, kar vodi v povišano izražanje izooblik receptorja z zmanjšano aktivnostjo in 
občutljivostjo na serotonin. Pri odraslih miših BALB/c je kronična aplikacija fluoksetina 
izzvala pomembno povišanje preurejanja na mestih ABCD. Pri sevu C57BL/6 akutni stres in 
kronična aplikacija fluoksetina nista pokazala pomembnih sprememb v preurejanju pre-
mRNA 5ht2c. Vse to kaže na prilagojen odziv organizma na spremembe v koncentracijah 
serotonina in regulacijo preurejanja RNA, kjer ima velik vpliv tudi genetika (miši BALB/c so 
bolj občutljive na spremembe v nivojih serotonina) (29). Pri ljudeh s hudo depresijo so, 
podobno kot pri miših BALB/c, ugotovili prekomerno dovzetnost za stres, ki je vplival na 
povečanje obsega deaminacije A do I pri pre-mRNA ter sintezo receptorjev z zmanjšano 
aktivnostjo (56, 57).  
Bhansali in sodelavci so proučevali vpliv genetike in stresa v zgodnjem življenskem obdobju 
na sevu miši BALB/c in kako to vodi v razvoj depresivnega vedenja v odrasli dobi in 
odpornost na zdravljenje z antidepresivi. Mlade miši BALB/c so v fazi razvoja izpostavili 
stresu (ločili od matere), ter nato »zdravili« z antidepresivi. Ugotovili so, da fluoksetin vpliva 
na preurejanje transkripta 5ht2c samo, če so mu miši izpostavljene v obdobju adolescence 
(pred odraslim obdobjem). Kronično zdravljenje s fluoksetinom pri odraslih miših seva 
BALB/c, ki so bile izpostavljene zgodnjemu življenskemu stresu, ni vplivalo na njihov 
vedenjski odziv na stres ali na preurejanje transkripta 5ht2c. Vse to nakazuje, da pri travmah 
v zgodnjem življenskem obdobju, če jih ne zdravimo, pride do močno povečanega obsega 
preurejanja mRNA 5ht2c in abnormalnosti v delovanju možganov. Akuten stres v odraslem 
obdobju to delovanje možganov le še poslabša in vodi do znakov depresije. Zdravljenje z 
antidepresivi je pri tem neučinkovito (27).  
 
1.5 Vpliv obogatenega okolja na miši 
Obogateno okolje (OO) je eksperimentalni model za raziskovanje učinka stimulativnega 
okolja, ki pri živalih vzpodbuja fizično in umsko aktivnost, ne povzroča pa stresa (58). 
Okolje nudi živalim veliko življenskega prostora (prostorna kletka), s številnimi pripomočki 
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za igro. Omogočene so tudi socialne interakcije z drugimi mišmi, kar posledično poveča 
senzorično, kognitivno in motorično stimulacijo v primerjavi s standardnim okoljem (59). 
Učinke OO na glodalce preučujejo že več kot 50 let. Že v šestdesetih letih so študije 
pokazale, da večji življenski prostor, povečano število osebkov, različne igrače in labirinti 
vplivajo na nivo encima acetilholinesteraze v možganih miši (60). OO pogosto uporabljajo 
tudi v poskusih, ki proučujejo vpliv okolja na učenje in spomin. Ugotovili so, da miši, 
izpostavljene OO, manj obolevajo za rakom in so manj podvžene debelosti (61, 62). 
Jankowsky in sodelavci so pokazali, da OO pomembno izboljša kognitivne sposobnosti pri 
mišjem modelu za Alzheimerjevo bolezen (63). Van Praag je že leta 1999 dokazal, da fizična 
rekreacija (gibanje) in OO lahko izboljšata sposobnost učenja ter povečata proliferacijo in 
preživetje celic živčevja (64). Obogateno okolje vpliva na spremembe v možganih, način 
obnašanja in metabolizem tudi pri miših različne starosti in različnih genetskih ozadij. Vpliv 
OO se lahko pokaže že teden dni po izpostavljenosti novemu okolju (65). Po 4 tednih lahko 
pride že do znižanja ravni holesterola in leptina v krvi, ter zavrte rasti rakastih celic (66). Ena 
večjih težav pri ponavljanju eksperimenta ali pri primerjavi med eksperimenti različnih 
laboratorijev, je nestandarizirano OO, ki je vsakič drugačno in je zato vpliv življenskega 
okolja na žival težko primerjati med seboj. Drugačno okolje med poskusom lahko torej 
vpliva na končni rezultat. V naši magistrski nalogi bomo poskusili ugotoviti, ali sploh in v 
kakšni meri obogateno okolje vpliva na obseg preurejanja mRNA za serotoninski receptor 
2C. 
 
1.6 Določanje nukleotidnega zaporedja nove generacije za analizo obsega 
preurejanja mRNA 5ht2c 
Določanje nukleotidnega zaporedja nove generacije (angl. new generation sequencing, NGS) 
je nabor tehnologij, ki nam omogočajo vzporedno »branje« (sekvenciranje) nukleotidnih 
zaporedij več miljonov fragmentov DNA (67). NGS je revolucioniral področje genomike in 
molekularne biologije, saj ponuja možnost hitrega sekvenciranja celotnih genomov in 
kvantifikacijo genskih transkriptov RNA pri analizi izražanja genov. Leta 2007 je revija 
Nature Methods izbrala tehniko NGS za metodo leta zaradi odprtja novih možnosti na 
področju biomedicine (68). Še pred nekaj leti so za sekvenciranje najbolj uporabljali metodi 
po Sangerju (t.i. dideoksi terminacijska metoda), prvič opisano leta 1977, in pa po Maxamu 
in Gilbertu (slonečo na kemijski degradaciji in elektroforezni ločbi fragmentov DNA), ki so 
jo uporabljali predvsem pri težjih primerih (69).  
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Novejše tehnike določanja nukleotidnega zaporedja DNA nudijo visoko hitrost in pretočnost, 
zato so projekti sekvenciranja, ki so s Sangerjevo metodo potrebovali več let, sedaj zaključeni 
že v nekaj tednih ali celo dnevih. Metode NGS lahko razdelimo v različne skupine glede na 
tehnologijo posameznih proizvajalcev aparatur. Trenutno ima na trgu največji delež skupina 
Illumina, ki uporablja t.i. ciklično mrežno sekvenciranje (70). Osnova določanja 
nukleotidnega zaporedja nove generacije je fragmentacija DNA/RNA in pomnoževanje 
fragmentov z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) na trdni podlagi ali v emulziji (odvisno od 
proizvajalca) ter končno branje zaporedij nukleotidov.  
 
1.6.1 Priprava vzorcev 
Postopek NGS zajema pripravo knjižnice DNA, njeno pomnoževanje, sekvenciranje in 
obdelavo podatkov. Pri našem magistrskem delu smo zaporedje nukleotidov določali s 
platformo Illumina. Za pripravo knjižnice (vzorca DNA) je naprej potrebna fragmentacija 
DNA/RNA (če analiziramo krajše odseke, fragmentacija ni potrebna), ki ji sledi pripenjanje 
adapterskih zaporedij. Nato je na vrsti pomnožitev fragmentirane DNA in končno 
pomnožke (amplikone) uporabljamo kot enote za mrežno sekvenciranje (71).  
 
1.6.2 Pomnoževanje – premostitveni PCR 
Za pomnožitev fragmentov DNA v platformi Illumina uporabljamo premostitveni PCR, kjer 
sta začetna oligonukleotida komplementarna adapterjema v knjižnici DNA in gosto 
razporejena po površini pretočne celice v sekvenatorju. Molekule DNA se preko adapterjev 
vežejo na pritrjene začetne oligonukleotine, kjer nato poteka proces pomnoževanja s PCR. 
Pomnožena DNA se zadržuje ob prvotni DNA v skupkih, imenovanih DNA-grozdi, ki jih 
sestavlja več tisoč kopij pomnožene DNA na površini pretočnih celic. Na koncu ostanejo na 
pretočno celico vezane le verige, ki so potekale v smeri naprej, obratno-smerne pa odcepimo 
in odstranimo s spiranjem (67, 71, 72) 
 
1.6.3 Določanje nukleotidnega zaporedja s sintezo 
Proces določanja nukleotidnega zaporedja izvajamo v ciklih z dodajanjem modificiranih 
nukleotidov, konjugiranih s fluorofori ter reverzibilnim terminatorjem sinteze, začetnih 
oligonukleotidov in DNA-polimeraze (73). Vsak cikel je sestavljen iz treh faz. V prvi fazi na 
pretočno celico dodamo DNA-polimerazo in modificirane nukleotide. Polimeraza v 
nastajajočo verigo vgradi le en nukleotid, saj terminatorska skupina na nukleotidu prepreči 
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nadaljno podaljševanje verige. Vsi odseki DNA se tako podaljšajo za en nukleotid. V drugi 
fazi nevgrajene nukleotide speremo, vgrajene pa identificiramo na osnovi emitirane svetlobe 
po ekscitaciji z laserjem ustrezne valovne dolžine. V končni fazi terminatorsko skupino 
odcepimo od vgrajenih nukleotidov z obsevanjem z ultravijolično svetlobo. Cikle 
ponavljamo, dokler ni podaljšana celotna veriga DNA in smo tako določili celotno zaporedje 
nukleotidov (71, 72, 74). 
 
1.6.4 Prednost sekvenciranja nove generacije pred drugimi metodami 
Z encimsko deaminacijo adenozinov nastali inozin se z vidika baznega parjenja obnaša kot 
gvanozin (tj. prepozna citidin). Tako iz razmerja med adenozinom in gvanozinom na 
posameznem položaju v DNA po določitvi nukleotidnega zaporedja genskih transkriptov 
lahko ocenimo obseg preurejanja RNA. Nekoč so RNA z reverzno transkripcijo prepisali v 
cDNA, jo v reakciji PCR pomnožili in vstavili v klonirni vektor (plazmid), z njim 
transformirali bakterije in nato določili nukleotidna zaporedja posameznih klonov z metodo 
po Sangerju (14). Z razvojem metodologije določanja nukleotidnega zaporedja nove 
generacije je mogoče zaobiti korak klasičnega kloniranja v bakterijah in naenkrat 
(vzporedno) analizirati več deset milijonov zaporedij (75). Prednosti takšnega pristopa pred 
klasičnim so (35, 76): 
- nižja cena na posamezno nukleotidno zaporedje, 
- možnost združevanja različnih vzorcev v enem poskusu, če jih opremimo z unikatnim 
prepoznavnim zaporedjem nukleotidov v adapterju (angl. barcode), 
- podatki so digitalni, ne analogni, 
- hitrejša analiza, 
- bolj natančna kvantifikacija izooblik mRNA (možnost zaznave tudi redkih izooblik) 
- večja sposobnost analize transkriptov, ki imajo več spremenjenih nukleotidov in 
- ogromno število sekvenciranih transkriptov (več miljonov). 
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2 NAMEN NALOGE 
 
Serotoninski receptor 5-HT2C je s proteinom G sklopljen receptor, izražen v CŽS, in igra 
osrednjo vlogo v uravnavanju procesov prehranjevanja, razpoloženja in anksioznosti. 
Encimska deaminacija petih adenozinskih nukleotidov v eksonu Vb transkripta gena 5ht2c 
(kataliziranih z encimoma ADAR) vodi do sprememb v primarni strukturi serotoninskega 
receptorja 2c, kar se odraža v njegovi aktivnosti. Na obseg preurejanja RNA domnevno 
vpliva sinaptična koncentracija serotonina. Miši dveh sevov C57BL/6 in BALB/c, ki se 
razlikujeta po nivojih serotonina v CZŠ, bomo izpostavili obogatenemu okolju in analizirali 
obseg preurejanja mRNA 5ht2c ter potencialne razlike v izražanju izbranih genov, vpletenih 
v posttranskripcijske modifikacije mRNA 5ht2c. 
 
Naš namen je ugotoviti:  
1. Vpliv okolja (obogateno in standardno okolje) in genetskega ozadja (seva miši 
C57BL/6 in BALB/c) na izražanje izbranih genov, udeleženih v preurejanje mRNA 
5ht2c (ADAR1, ADAR2, SNORD115 in 5ht2c). 
2. Vpliv okolja in genetskega ozadja na izražanje posameznih izooblik mRNA za 
serotoninski receptor 2C. 
3. Vpliv okolja, genetskega ozadja in izražanja izbranih genov na obseg deaminacij 
adenozinov na posameznih položajih (A-E) transkrpta gena 5ht2c.  
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 Materiali 
 
3.1.1 Kemikalije 
 
Kemikalija Proizvajalec 
agaroza Sigma – Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
etidijev bromid ThermoFisher Scientific, Rockford, IL, ZDA 
nanašalno barvilo za gelsko elektroforezo 
DNA Loading Dye  
Sigma – Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
voda brez RNaz in DNaz Sigma – Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
EtOH Sigma – Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
ledocet Sigma – Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
Na2EDTA Sigma – Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
Tris(hidroksimetil)aminometan (Tris) Riedel-de Haën AG, Nemčija 
 
3.1.2 Začetni oligonukleotidi za qPCR in za pomnoževanje za NGS 
 
Preglednica II: Začetni oligonukleotidi za qPCR. Proizvajalec je Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, ZDA. Tann – temperatura prileganja začetnih oligonukleotidov 
Oznaka 
gena 
Oligonukleotidni 
pari 
Zaporedja začetnih 
oligonukleotidov  
(5’ → 3’) 
T prileganja 
[°C] 
PrimerBank 
ID 
Actb 
F-Actb 
R-Actb 
GGCTGTATTCCCCTCCATCG 
CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 
52 6671509a1 
Hprt 
F-HPRT 
R-HPRT 
TCAGTCAACGGGGGACATAAA 
GGGGCTGTACTGCTTAACCAG 
53 7305155a1 
Snord45b 
F-45B 
R-45B 
ATGGCATGTATTAGCTGAATGCTAACC 
AAGGTCTCAGTGTAATTTGTAACTTGC 
50 
Bratkovič et 
al. 2018 
Rpl27 
F-RPL27 
R-RPL27 
GGACGCAAAGCCGTCATC 
GGTCAATTCCAGCCACCA 
52 
Dutta et al. 
2010 
Tubb3 
F-Tubb3 
R-Tubb3 
TAGACCCCAGCGGCAACTAT 
GTTCCAGGTTCCAAGTCCACC 
55 12963615a1 
Snord115 
F-115 
R-115 
TCAATGATGACAACCCAATGTC 
CTCAGCGTAATCCTATTGAGCAT 
49 
Bratkovič et 
al. 2018 
5ht2c 
(dolga 
izooblika) 
F-5HT2c_dolga 
R-5HT2c_dolga 
GCCATCATGAAGATTGCCATCGTTTG 
CACGCAGGTAGTATTATTCACGAACACT 
52 
Bratkovič et 
al. 2018 
Adar1 
F-Adar1 
R-Adar1 
CAGAGGCACTGTGGATGGAC 
CATAGTCACGGGCAGCTTTCTTG 
54 
Bratkovič et 
al. 2018 
Adar2 
F-Adar2 
R-Adar2 
GTGACAAGATAGCACGCTGGAAC 
TATGTTGGAGATCCGCTGGTACATG 
54 
Bratkovič et 
al. 2018 
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Preglednica III: Uporabljeni začetni oligonukleotidi za pripravo amplikonov za NGS. 
Zaporedna številka 
oligonukleotida 
identifikacijska 
oznaka (indeks) 
Specifično zaporedje za gen 5ht2c 
F#1 GCACG TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#2 CATAC TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#3 AAGAA TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#4 TGCGT TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#5 GGTGG TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#6 TACAT TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#7 CTCTC TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#8 TCTCT TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#9 TCCAC TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#10 CCGGA TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#11 AGGCA TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#12 TATGA TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#13 TTTAA TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#14 CATTT TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#15 ACCTT TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#17 GTAGA TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#18 CAAGT TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#19 GCTCT TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#20 AGACT TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#21 TGTAT TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#22 CTGAT TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#23 GCTTG TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#24 ATCTG TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#25 TGTGG TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#26 CCCTG TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#27 GATCG TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#28 ATACG TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#29 TCGAG TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#30 CACAG TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#31 GTTTC TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
F#32 AACTC TCGCTGGACCGGTATGTAGC 
Ru / GCCACGAAGGACCCGATG 
 
 
 
3.1.3 Kompleti, reagenti, označevalci 
 
Kompleti, reagenti, označevalci Proizvajalec 
zmes za PCR 2×PCR Master Mix ThermoFisher Scientific, Rockford, IL, ZDA 
zmes za qPCR Maxima SYBR 
Green qPCR Master Mix (2×) 
ThermoFisher Scientific, Rockford, IL, ZDA 
DNA-polimeraza Pfu ThermoFisher Scientific, Rockford, IL, ZDA 
zmes dNTP (100 mM) ThermoFisher Scientific, Rockford, IL, ZDA 
komplet za reverzno transkripcijo 
High Capacity cDNA RT Kit 
ThermoFisher Scientific, Rockford, IL, ZDA  
 
 
 
18 
Kompleti, reagenti, označevalci Proizvajalec 
 
Proizvajalec 
komplet za kvantifikacijo RNA 
Qubit RNA HS Assay Kit 
 
ThermoFisher Scientific, Rockford, IL, ZDA 
komplet za izolacijo amplikonov 
QIAquick PCR Purification Kit 
Qiagen, Hilden, Nemčija 
komplet za izolacijo RNA Direct-
zol RNA Miniprep 
 
Zymo Research, Irvine, CA, ZDA 
označevalec velikosti GeneRuler 
DNA Ladder Mix 
ThermoFisher Scientific, Rockford, IL, ZDA 
 
3.1.4 Pufri 
 
Pufer  Sestava in predpis 
Pufer TAE 242 g Tris 
18,61 g Na2EDTA 
57,1 mL ledocet 
deionizirana voda (ddH2O) do 1L 
 
 
3.1.5 Laboratorijska oprema 
 
Oprema Proizvajalec 
avtomatske pipete (0,5-10 µL, 10-100 µL, 
100-1000 µL) 
Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
ciklični termostat Lightcycler 480 Roche Molecular Diagnostics, 
Pleasanton, CA, ZDA 
mikrotitrske ploščice za qPCR s 384 
vdolbinicami 
Roche, Basel, Switzerland 
elektroforezna kadička B1A Easy cast mini 
gel 
Owl, Portsmouth, NH, ZDA 
vir napetosti za elektroforezo powerEase 
500 
Novex, Frankfurt, Nemčija 
precizna tehtnica Exacta 610 EB Tehtnica, Železniki, Slovenija 
analizna tehtnica AB104 Mettler-Toledo, Küsnacht, Švica 
centrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
spektrofotometer NanoDrop ND-1000 NanoDrop Technologies, 
Wilmington, ZDA 
sistem za analizo in dokumentacijo gelov G-
box 
Syngene, Frederick, MD, ZDA 
vibracijski stresalnik Vibromix 104 EV Tehtnica, Železniki, Slovenija 
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3.2 Eksperimentalne sheme  
 
3.2.1 Izolacija RNA iz prefrontalnega korteksa miši 
Poskus z mišmi v različnih življenjskih okoljih (3.3.1) 
Izolacija RNA (3.3.2.1) 
Agarozna gelska elektroforeza (3.3.2.1.1) 
Sinteza cDNA (reverzna transkripcija) (3.3.3) 
 
3.2.2 Analiza nivojev izražanja izbranih genov s kvantitativno verižno reakcijo     
s polimerazo 
Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo (3.3.4.1)  
Izbor referenčnih genov (3.3.4.2) 
Analiza izražanja genov (3.3.4.3) 
Ocena robustnosti (3.3.4.) 
Agarozna gelska elektroforeza (3.3.2.1.1) 
 
3.2.3 Analiza preurejanja mRNA 5ht2c z določanjem nukleotidnega zaporedja 
Optimizacija pogojev PCR (3.3.5.1)  
Agarozna gelska elektroforeza (3.3.2.1.1) 
Ocena primernosti kompleta QIAquick PCR purification kit za čiščenje amplikonov (3.3.5.3) 
Agarozna gelska elektroforeza (3.3.2.1.1) 
Čiščenje amplikonov in določanje koncentracije DNA (3.3.5.4) 
Agarozna gelska elektroforeza (3.4.1.1) 
Združevanje amplikonov (angl. pooling) (3.3.5.5) 
Določevanje nukleotidnih zaporedij pomnožkov s tehnologijo NGS (3.3.5.6) 
Analiza podatkov NGS (3.3.5.7) 
Ocena napak NGS (3.3.5.8) 
Statistična analiza zbranih podatkov (3.3.5.9) 
 
3.3 Metode 
 
3.3.1 Poskus z mišmi v različnih življenjskih okoljih 
Poskus z mišmi so opravili na Fakulteti za biologijo Univerze v Beogradu, za kar so pridobili 
dovoljenje etične komisije (Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in upravljanje z vodami 
Republike Srbije, Veterinarska uprava; 12. 12. 2017). Mišje samce so izpostavili 
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obogatenemu ali standardnemu okolju. Izraz »obogateno okolje« se nanaša na gojenje miši v 
večjih kletkah s senzoričnimi stimulanti v obliki igrač različnih vonjev in konsistenc 
(teksture, trdote), ki so jih tedensko menjali. Uporabili so dva seva miši: BALB/c in 
C57BL/6. 32 miši so randomizirali in jih razdelili v štiri skupine po 8 (preglednica IV). 
Skupini 1 in 2 so izpostavili obogatenemu okolju (hrana in voda ad libitum, igrače), medtem 
ko sta skupini 3 in 4 služili kot kontrola (standardno okolje, brez dodatne stimulacije, hrana 
in voda ad libitum). Po 4 tednih so miši žrtvovali z dekapitacijo in kirurško izolirali 
prefrontalne kortekse, ki so jih do izolacije RNA zamrznili v tekočem dušiku. Izolacijo RNA 
iz možganov in prepis v cDNA so opravili v Beogradu. 
 
Preglednica IV: Razvrstitev miši po skupinah. 
Skupina 
Skupina 1 
(M1-M8) 
Skupina 2 
(M9-M16)  
Skupina 3 
(M17-M24) 
Skupina 4 
(M25-M32) 
Sev C57BL/6 BALB/c C57BL/6 BALB/c 
Obogateno okolje + + - - 
Standardno okolje 
(kontrola) 
- - + + 
 
V primerjavi s sevom C57BL/6 ima sev BALB/c približno dvakrat nižjo koncentracijo 
serotonina v sprednjih možganih (77). To je posledica homozigotnosti za polimorfizem 
posameznega nukleotida (angl. single nucleotide polymorphism, SNP) C1473G, ki zamenja 
kodon za aminokislino prolin (Pro) z argininom (Arg) v genu Tph2. Ta kodira encim triptofan 
hidroksilazo, ki katalizira biosintezno stopnjo serotonina, ki omejuje hitrost nastajanja 
živčnega prenašalca, in ima zaradi mutacije nižjo aktivnost v primerjavi z encimom divjega 
tipa (77, 78). Miši BALB/c izkazujejo tudi povečano anksioznost, različen odziv na 
zdravljenje z antidepresivi in povišano dovzetnost za stres v primerjavi s sevom C57BL/6, ki 
ne kaže teh znakov (28, 77, 79). Miši BALB/c zato uporabljamo kot živalski model za 
proučevanje in dokazovanje molekularnih mehanizmov depresivnega fenotipa v povezavi s 
stresom.  
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3.3.2 Priprava vzorcev cDNA 
 
3.3.2.1 Izolacija RNA 
Po končanem poskusu (4 tedni bivanja v standardnem ali obogatenem okolju) smo iz 
prefrontalnega korteksa 32 poskusnih miši (preglednica IV) izolirali celokupno RNA. 
Izolacijo smo opravili s kompletom Direct-zol RNA MiniPrep (Zymo Research, ZDA) po 
navodilih proizvajalca. Globoko zamrznjeno možgansko tkivo smo homogenizirali s 
pipetiranjem v 600 µL raztopine kislega fenola, gvanidinijevega tiocianata in kloroforma, 
dodali enak volumen etanola in homogenat prenesli v membransko kolonico. Genomsko 
DNA (gDNA) smo razgradili z DNazo I, membrano sprali in RNA eluirali v 50 µL vode brez 
RNaz. Koncentracijo RNA smo določili s fluorimetrom Qubit s kompletom Qubit RNA HS 
(ThermoFischer, ZDA). Integriteto RNA smo preverili kvalitativno z agarozno gelsko 
elektroforezo. RNA smo do reverzne transkripcije hranili pri -80 °C. 
 
3.3.2.2 Agarozna gelska elektroforeza 
Agarozna gelska elektroforeza je standardna analizna metoda za ločevanje DNA in RNA na 
podlagi njihove velikosti. V električnem polju se med potovanjem proti anodi v zamreženem 
gelu manjše nukleinske kisline premikajo hitreje, večje pa bolj počasi. Agaroza pri 
temperaturi nad 55 stopinj polimerizira, med ohlajanjem pa oblikuje zamrežen gel, ki deluje 
kot molekularno sito. Večja koncentracija agaroze zmanjša hitrost potovanja molekul, 
medtem ko jo višja napetost zveča.  
Pri eksperimentalnem delu smo zamreženost agaroznega gela (koncentracijo agaroze) 
prilagajali velikosti nukleinskih kislin (RNA ali amplikonov (DNA)). Agarozi smo dodali 
pufer TAE ter suspenzijo segreli v mikrovalovni pečici dokler se ni agaroza homogeno 
raztopila. Raztopino smo ohladili do ~60 °C in jo prelili v elektroforezno kadičko. Vstavili 
smo glavniček za žepke in počakali, da je agaroza gelirala. Po 10-20 min smo v kadičko 
dotočili pufer TAE in glavniček odstranili. V žepke smo nanesli vzorce nukleinskih kislin, 
katerim smo dodali nanašalno barvilo v volumskem razmerju 1:6. Elektroforezo smo izvajali 
pri napetosti 100 V od 30-45 min oziroma dokler vzorci niso prepotovali ustrezne razdalje. 
Po elektroforezi smo gel barvali 20 minut med nežnim stresanjem v raztopini etidijevega 
bromida (EtBr), redčenega 10.000-krat v pufru TAE. Gel smo nato spirali z vodo in ga 
osvetlili z UV-svetlobo na transiluminatorju (G-box, Syngene). 
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3.3.3 Sinteza cDNA (reverzna transkripcija) 
Za pripravo komplementarne DNA (cDNA) smo uporabili 100-800 ng celokupne RNA. 
Sintezo cDNA smo izvedli s kompletom High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
(ThermoFisher, ZDA) po navodilih proizvajalca (preglednici V in VI). Kot začetne 
oligonukleotide smo uporabili naključne heksanukleotide. V nadaljevanju smo izvedli 
reverzno transkripcijo na cikličnem termostatu Proflex PCR System (ThermoFischer, ZDA) 
po programu, ki je vključeval tri korake: 10 minut pri 25 °C za prileganje začetnih 
oligonukleotidov, nato 120 minut pri 37 °C za podaljševanje verige in 5 minut pri 85 °C za 
inaktivacijo encimov. 
 
Preglednica V: Komponente reakcijske zmesi za reverzno transkripcijo (komplet High 
Capacity cDNA RT Kit). 
 
REAGENT VOLUMEN 
pufer 10× RT 2 μL 
zmes dNTP (25× oz. 100 mM) 0,8 μL 
začetni heksanukleotidi (10×) 2 μL 
reverzna transkriptaza MultiScribe 1 μL 
voda brez nukleaz 4,2 μL 
raztopina RNA  10 μL 
Skupni volumen 20 μL 
 
Preglednica VI: Temperaturni program za izvedbo RT. 
 Korak 1 Korak 2 Korak 3 Korak 4 
Temperatura 25 °C 37 °C 85 °C 4 °C 
Čas 10 min 120 min 5 min ∞ 
 
 
3.3.3.1 Reverzna transkripcija 
Reverzna transkripcija je reakcija, s katero RNA prepišemo v komplementarno DNA (cDNA) 
s pomočjo encima reverzne transkriptaze. Reakcija je zelo občutljiva na prisotnost RNaz v 
vzorcu, ki lahko razgradijo RNA, zato je čistoča nujna. Prav tako na uspešnost reakcije vpliva 
kvantiteta in kvaliteta RNA v vzorcu. 
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3.3.4 Analiza izražanja izbranih genov s kvantitativno verižno reakcijo s 
polimerazo (qPCR) 
 
3.3.4.1 Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo 
Verižna reakcija s polimerazo v realnem času ali kvantitativna verižna reakcija s polimerazo 
(angl. quantitative polymerase chain reaction, qPCR) je metoda, s katero zelo natančno 
določujemo koncentracijo DNA v vzorcu. Mi smo jo uporabili za kvantifikacijo RNA (tj. za 
analizo izražanja transkriptov), pri čemer smo predpostavili, da koncentracija cDNA po 
reverzni transkripciji odraža koncentracijo pripadajoče RNA, vnesene v reakcijo. qPCR se od 
konvencionalne reakcije PCR loči po tem, da je v reakcijski zmesi prisotno fluorescenčno 
barvilo (SYBR Green), ki emitira svetlobo šele po interkalaciji v dvoverižno DNA (dsDNA). 
Med verižno reakcijo s polimerazo se količina dsDNA po vsakem ciklu poveča, kar se odraža 
v porastu fluorescenčnega signala, ki ga zabeležimo na koncu vsakega amplifikacijskega 
cikla.  
Reakcija qPCR je potekala 45 ciklov, vsak cikel so sestavljale tri faze (preglednica VII). V 
prvi fazi (95 °C) je dvoverižna DNA denaturirala, v drugi fazi je potekalo prileganje 
(hibridizacija) začetnih oligonukleotidov s tarčnim nukleotidnim zaporedjem na matrični 
DNA, v zadnji fazi pa je potekalo podaljševanje verig DNA (80, 81). Specifičnost 
pomnoževanja smo preverili tako, da smo posneli t.i. talilno krivuljo: po zaključku qPCR 
smo reakcijsko zmes segreli do 95 °C, nakar smo jo postopno ohladili do 40 °C ter zvezno 
spremljali intenziteto fluorescence. V primeru da nastane en sam produkt verižne reakcije s 
polimerazo, ima krivulja prvega odvoda fluorescence po temperaturi en sam jasno definiran 
vrh. Dobljene amplikone smo analizirali tudi z agarozno gelsko elektroforezo. QPCR smo 
izvedli v 10-µL reakcijah v mikrotitrskih ploščicah s 384 vdolbinicami na napravi 
LightCycler 480 (Roche, Basel, Švica). Uporabili smo zmes za qPCR Maxima SYBR Green 
qPCR Master Mix (2×). V posamezno reakcijo smo vnesli po 1 µL raztopine cDNA v 
koncentraciji 0,5 ng/µL. Končna koncentracija dodanih začetnih oligonukleotidov v 
reakcijski zmesi je bila 300 nM (razen tistih za 5ht2c – te smo dodali v končni koncentraciji 
200 nM). Pred analizo smo mikrotitrske ploščice zatesnili s samolepilno folijo in jih 
centrifugirali 3 minute pri 2000 obratih/min. Temperaturni program verižne reakcije s 
polimerazo (preglednica VII) smo prilagajali glede na optimalno temperaturo prileganja 
začetnih oligonukleotidov. 
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Preglednica VII: Temperaturni program qPCR. 
Korak Temperatura Čas Cikli 
Aktivacija DNA-
polimeraze Taq 
95 °C 10 min / 
*Denaturacija DNA 95 °C 15 s  
*Prileganje začetnih 
oligonukleotidov 
Tprileganja (v 
preglednici II) 
30 s 45 ciklov 
*Podaljševanje 
verige 
72 °C 30 s  
Talilna krivulja 95 °C ---- 40 °C Kontinuirano / 
* stopnje reakcije se ciklično ponavljajo v navedenem vrstnem redu; na koncu vsakega cikla (po 
podaljševanju verige), je potekla kvantifikacija DNA 
 
Običajna DNA-polimeraza Taq je aktivna že pri sobni temperaturi in bi torej že med pripravo 
reakcijske zmesi za qPCR katalizirala sintezo DNA. V zmesi qPCR Maxima SYBR Green 
qPCR Master Mix (2×) je DNA-polimeraza neaktivna zaradi vezave blokirajočih skupin na 
določene aminokislinske ostanke (82) in se aktivira šele, ko jo segrejemo na 95 °C (t.i. hot 
start). Takšna strategija zelo poveča specifičnost reakcije qPCR (83). 
 
 
3.3.4.2 Izbor referenčnih genov 
Nivo izražanja genov, določen s qPCR, običajno normaliziramo na nivo izražanja referenčnih 
genov. Normalizacija omogoča, da se izognemo napakam zaradi različne učinkovitosti 
reverzne transkripcije. Kot referenčne izberemo gene, katerih izražanje je stabilno (se ne 
spreminja v odvisnosti od eksperimentalnih pogojev); običajno so to geni, potrebni za 
zagotavljanje osnovnih celičnih funkcij. Izražanje tarčnih genov smo normalizirali glede na 
izražanje genov za hipoksantin-fosforiboziltransferazo (HPRT) in aktin beta (Actb), ki sta 
izkazovala najbolj stabilno izražanje med petimi testiranimi potencialnimi referenčnimi geni 
(Actb, HPRT, RPL27, SNORD45B, Tubb3), kar smo potrdili s programom NormFinder (84). 
 
Učinkovitost pomnoževanja referenčnih genov (Hprt, Actb) in tarčnih genov (ADAR1, 
ADAR2, SNORD115, 5ht2c) smo določili z orodjem qPCR Efficiency Calculator 
(ThermoFischer Scientific) (85) na osnovi standardne premice Cq = f(log(C)), kjer je Cq 
kvantifikacijski cikel in C koncentracija cDNA, izrisane s pomočjo linearne regresije v 
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programu Microsoft Excel. Standardno premico smo izrisali po qPCR-analizi štirih redčitev 
cDNA (slika 11). 
 
3.3.4.3 Analiza izražanja genov 
Poznamo absolutno in relativno kvantifikacijo pri qPCR. Z absolutno kvantifikacijo določimo 
število kopij tarčne DNA v vzorcu, ki jo izračunamo iz umeritvene krivulje. Z relativno 
kvantifikacijo pa določimo razmerje v izražanju gena v enem vzorcu v primerjavi z drugim.  
 
 
∆∆𝐶𝑞 = ∆𝐶𝑞vzorca - ∆𝐶𝑞kalibrator                                        (enačba 1) 
 
∆𝐶𝑞vzorec = 𝐶𝑞tarčni gen; vzorec - 𝐶𝑞referenčni gen; vzorec              (enačba 2) 
 
∆𝐶𝑞kalibrator = 𝐶𝑞tarčni gen; kalibrator - 𝐶𝑞referenčni gen; kalibrator     (enačba 3) 
 
𝐸∆∆𝐶𝑞 = 
𝐸∆𝐶𝑞 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎
𝐸∆𝐶𝑞 𝑘𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑡𝑜𝑟𝑗𝑎
                                                   (enačba 4) 
 
Relativno izražanje gena = 𝐸∆∆𝐶𝑞 , E – učinkovitost pomnoževanja (100 % učinkovitost 
pomnoževanja pomeni E = 2), 𝐸∆𝐶𝑞 𝑘𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑡𝑜𝑟 – geometrična sredina izražanja referenčnih 
genov Actb in Hprt 
 
3.3.4.4 Ocena robustnosti qPCR 
Na petnajstih naključno izbranih vzorcih cDNA smo v dveh zaporednih dnevih določali nivo 
izražanja HPRT, Actb in SNORD115. Ugotavljali smo, ali prihaja do občutnih odstopanj, ki 
so posledica naših napak ali meddnevne variabilnosti. Med seboj smo za iste vzorce 
primerjali izmerjeno število ciklov, pri katerih fluorescenca doseže arbitrarno pražno 
vrednost (angl. quantification cycle, Cq).  
 
 
3.3.5 NGS - sekvenciranje nove generacije 
Sekvenciranje nove generacije za oceno obsega preurejanja mRNA 5ht2c je opravilo podjetje 
Eurofins Genomics (Konstanz, Nemčija). Določili smo nukleotidna zaporedja amplikonov, ki 
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smo jih v reakciji PCR pomnožili iz eksona Vb cDNA 5ht2c (3.3.3.1), ki je podvržen 
preurejanju A v I (slika 4A). 
 
3.3.5.1 Optimizacija pogojev PCR  
Optimizirali smo število ciklov PCR za pomnožitev odseka cDNA 5ht2c, podvrženega 
preurejanju. Skušali smo ugotoviti, koliko ciklov je potrebnih za namnožitev DNA do 
količine, ki bi zadostovala na kasnejši poskus NGS. Želeli smo se namreč izogniti 
prekomerni amplifikaciji, ki bi utegnila voditi do kopičenja napak pri pomnoževanju, čeprav 
smo uporabili DNA-polimerazo visoke natančnosti. Izvedli smo več poskusov, pri čemer smo 
povečevali število ciklov PCR (od 25 do 34 v korakih po 3) (preglednica VIII). Za poskus 
smo izbrali 10 ng enega od vzorcev cDNA (M32) in ga pomnožili v 10-µL reakciji PCR, pri 
čemer smo uporabili 0,8 U DNA-polimeraze Phusion v pufru HF (New England Biolabs). 
Dodali smo še začetna oligonukleotida F#32 in Ru v koncentraciji 500 nM. V reakciji smo 
uporabili tudi negativno kontrolo (angl. non template control, NTC), kjer smo namesto 
vzorca cDNA v reakcijo dodali vodo. S tem smo se prepričali, da v postopku priprave ni 
prišlo do kontaminacije vzorca, ter da med samo reakcijo ni prišlo do tvorbe nespecifičnih 
produktov. Po končanih reakcijah smo vzorce analizirali z agarozno gelsko elektroforezo. Za 
pomnoževanje odseka cDNA 5ht2c smo v nadaljevanju uporabili 35 ciklov, saj šele pri 34 
ciklih dobimo dovolj pomnožka za nadaljno obdelavo. 
 
Preglednica VIII: Temperaturni program za PCR. 
 Čas T  Št. ciklov 
aktivacija DNA-
polimeraze 
30 s 98 C  
 10 s 98 C 
25, 28, 31 ali 34 PCR 20 s 67 C 
 15 s 72 C 
končno 
podaljševanje 
2 min 72 C  
3.3.5.2 Priprava amplikonov za NGS 
Po 40 ng cDNA smo pomnožili v 40-µL reakciji PCR (preglednica IX; sestava zmesi v 
poglavju 3.3.5.1). Uporabili smo različne začetne oligonuklotide F (razlikovali so se po 
unikatni pentanukleotidni identifikacijski oznaki (indeks, angl. bar code) na 5'-koncu) za 32 
vzorcev (in univerzalen začetni oligonukleotid R (preglednica III)). Indeksiranje amplikonov, 
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pomnoženih iz različnih vzorcev cDNA, dovoljuje njihovo združevanje (angl. pooling) in 
hkratno analizo na istem čipu (pretočni celici sekvenatorja), saj lahko med kasnejšo 
bioinformatično analizo na osnovi unikatnih oznak ugotovimo, kateremu vzorcu pripada 
posamezen odčitek (angl. demultiplexing).   
 
Preglednica IX: Temperaturni pogoji za PCR.  
 Čas T  Št. ciklov 
aktivacija DNA-
polimeraze 
30 s 98 C  
 10 s 98 C 
35 PCR 20 s 67 C 
 15 s 72 C 
končno 
podaljševanje 
2 min 72 C  
 
 
3.3.5.3 Ocena primernosti kompleta QIAquick PCR purification kit za čiščenje 
amplikona 
Sposobnost kompleta QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Hilden, Nemčija), da 
kvantitativno odstrani presežne začetne oligonukleotide ob sicer majhnih izgubah amplikona, 
smo ocenili s čiščenjem enega od amplikonov. 40 ng cDNA iz vzorca M32 smo pomnožili v 
40-µL PCR-reakciji v 35 ciklih (glej 3.3.5.2). Uporabili smo enak temperaturni program kot 
zgoraj (preglednica IX) in kombinacijo začetnih oligonukleotidov F#32/Ru. Po zaključenem 
pomnoževanju smo reakcijo razdelili na dva enaka dela po 20 L. En alikvot smo očistili s 
kompletom QIAquick in ga eluirali v 40 L, od katerega smo polovico (20 L) analizirali z 
agarozno gelsko elektroforezo hkrati z 10 L neočiščenega amplikona.  
 
 
3.3.5.4 Čiščenje amplikonov in določanje koncentracije DNA 
Amplikone smo očistili s kompletom QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) po navodilih 
proizvajalca. Analizo, s katero smo potrdili specifičnost produkta v velikosti 226 baznih 
parov in odstranitev odvečnih začetnih nukleotidov, smo izvedli z elektroforezo v 2,5-% 
agaroznem gelu. Koncentracijo amplikonov smo ocenili denzitometrično (relativno glede na 
označevalec velikosti GeneRuler DNA Ladder Mix) na napravi za dokumentacijo 
elektroforeznih gelov G-box s pomočjo programske opreme GeneTools (Syngene). 
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3.3.5.5 Združevanje amplikonov (angl. pooling) 
Amplikone smo združili v ekvimolarnem razmerju, enemu volumnu (V) DNA smo dodali 0,1 
V 3M NaOAc in 2,5 V 100-% etanola ter čez noč pustili v zamrzovalniku pri -20 C. 
Naslednji dan smo zmes 20 minut centrifugirali pri 4 C in 16000 g, supernatant odstranili in 
dodali 900 L 80-% etanola. Centrifugiranje smo ponovili, supernatant odstranili in usedlino 
sušili 5 min pri sobni temperaturi. DNA smo raztopili v v 20 L vode brez nukleaz. Na koncu 
smo spektrofotometrično izmerili koncentracijo DNA (spektrofotometer Nanodrop ND-
1000).  
 
 
3.3.5.6 Določitev nukleotidnih zaporedij pomnožkov s tehnologijo NGS 
Združene amplikone (3.3.5.5) smo poslali v analizo nukleotidnega zaporedja podjetju 
Eurofins Genomics (Konstanz, Nemčija). Tam so na pomnožke ligirali adapterska zaporedja 
(slika 4B), preko katerih so se ti vezali na komplementarne oligonukleotide na površini 
pretočne celice v sekvenatorju. Določili so nukleotidna zaporedja v dolžini 50 nt, 
sekvenciranje je potekalo le z ene strani (angl. single-read sequencing). 
 
Slika 4: A) Prikaz prileganja začetnih oligonukleotidov (z rdečo) z vezano unikatno pentanukleotidno 
identifikacijsko oznako (z modro) na amplikon med pomnoževanjem v reakciji PCR. B) Na tope 
konce odsekov so (podjetje Eurofins Genomics) vezali nukleotid adenin (A), preko katerega se je 
nukleotid timin (T) (na 3' koncu adapterja) vezal na konec odseka DNA. Preko adapterjev so se 
odseki DNA vezali na oligonukleotidna zaporedja na pretočni celici sekvenatorja. A do E označujejo 
mesta RNA preurejanja A v I na eksonu Vb. Nukleotidna zaporedja so določili v dolžini 50 nt. C) 
Zaradi naključne orientacije amplikonov so bili nekateri odčitki sekvencirani v nasprotni smeri in niso 
vsebovali željenega segmenta. 
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3.3.5.7 Analiza podatkov NGS 
Osnovno obdelavo podatkov NGS (odstranjevanje adaptorskih regij, angl. adapter trimming) 
je opravilo podjetje Eurofins Genomics. S pomočjo skript v operacijskem sistemu Ubuntu 
14.04 LTS (slika 5) smo prešteli posamezne izooblike mRNA 5ht2c, ki so posledica 
preurejanja; tj. v vsakem vzorcu smo prešteli vsako od 32 možnih izooblik, pri čemer smo 
encimsko deaminacijo adenozinov prepoznali kot zamenjavo A v G. Izračunali smo odstotek 
posameznih izooblik v vsakem od vzorcev, kot tudi obseg preurejanja na posameznem 
položaju (A-E). Odčitke, ki so bili zaradi naključne orientacije amplikonov sekvencirani v 
nasprotni smeri (3’ proti 5’) in niso vsebovali segmenta, podvrženega preurejanju RNA (slika 
4C), smo zavrgli.  
 
Slika 5: Primer skript za štetje posameznih izooblik cDNA 5ht2c v vzorcu M1 (prepoznanih po 
unikatni pentanukleotidni identifikacijski oznaki GCACG, ki smo jo uvedli v amplikone med 
pomnoževanjem v reakcji PCR z začetnim oligonukleotidom F#1).  
 
3.3.5.8 Ocena napak NGS (sekvenciranja) 
Pri določanju nukleotidnega zaporedja obstaja majhna možnost, da sekvenator posamezen 
nukleotid prebere napačno. Napako smo ocenili tako, da smo prešteli (slika 7) zamenjave A v 
G ter G v A na treh položajih odčitkov, za katere vemo, da niso podvrženi preurejanju 
(zaporedje GAG, označeno z rdečo na sliki 6, ki se nahaja neposredno za regijo preurejanja), 
in izračunali delež takšnih odčitkov glede na vse odčitke. 
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XXXXXTCGCTGGACCGGTATGTAGCAATACGTAATCCTATTGAGC 
  Slika 6: Prikaz začetnega dela odčitkov, zbranih z analizo amplikonov s tehnologijo NGS. 
Identifikacijska pentanukleotidna oznaka je označena z zeleno barvo, potencialno deamidirani 
adenozini na položajih A-E so zapisani z modro barvo v krepkem tisku. Z rumeno je označen 
segment, ki smo ga uporabili za štetje posameznih izzoblik odčitkov kot posledice napak v določanju 
nukleotidnega zaporedja (slika 7; z rdečo so označeni gvanozina in adenozin, za katere ne 
pričakujemo sprememb). 
 
 
Slika 7: Primer skript za štetje posameznih izooblik odčitkov, ki pripadajo vzorcu M1 (prepoznanih 
po unikatni pentanukleotidni identifikacijski oznaki GCACG, ki smo jo uvedli v amplikone med 
pomnoževanjem v reakcji PCR z začetnim oligonukleotidom F#1), za oceno napak določanja 
nukleotidnega zaporedja.  
 
3.3.5.9 Statistična analiza zbranih podatkov 
Vse podatke, zbrane z metodama qPCR in NGS, smo statistično analizirali v programu R. 
Vpliv življenjskega okolja (tretma) in genetskega ozadja (sev miši) na izražanje genov in na 
potencialne razlike v obsegu preurejanja RNA (frekvenco posameznih izooblik in delež 
preurejanja na posameznem položaju transkripta (A-E)) smo vrednotili z analizo variance 
(ANOVA) (slika 8). Test sicer temeljni na predpostavkah, da je vsaka skupina vzorcev 
normalno porazdeljena, da so vzorci izbrani naključno in da so variance homogene. Pri 
vrednostih p0,05 smo statistično značilno razliko iskali z analizo post hoc po Bonferroniju. 
To korekcijo uporabljamo za zmanjšanje verjetnosti napak pri testiranju več hipotez. Težava 
z izvajanjem več statističnih testov hkrati je, da verjetnost za statistično značilen rezultat z 
vsakim testom narašča. Za ugotavljanje statistično pomembnih razlik med dvema poskusnima 
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skupinama miši smo uporabili Studentov t-test za neodvisne vzorce. Vrednost p0,05 smo v 
vseh statističnih analizah opredelili kot statistično značilno (86).  
 
 
Slika 8: Primer statistične analize v programu R, kjer smo s testom ANOVA ocenjevali morebitne 
statistično pomembne razlike v frekvenci posameznih izooblik transkripta 5ht2c zaradi preurejanja 
RNA v prefrontalnem korteksu miši BALB/c kot posledice tretmaja (tj. obogateno vs. standardno 
življenjsko okolje). 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
4.1 Poskus z mišmi v različnih življenjskih okoljih 
Samčke miši dveh sevov, C57BL/6 in BALB/c (slednji ima omejeno sintezo serotonina 
zaradi homozigotnega polimorfizma v genu za triptofan hidroksilazo), smo štiri tedne 
izpostavili bodisi standardnemu bodisi obogatenemu okolju (prostornejše kletke, redno 
menjavanje »igrač«; preglednica IV). Poskus so izvedli na Fakulteti za biologijo Univerze v 
Beogradu. Po zaključku poskusa so miši žrtvovali z dekapitacijo, iz možganov kirurško 
odstranili levi in desni del prefrontalnega korteksa (ter druge možganske regije) in jih 
nemudoma zamrznili v tekočem dušiku. Do izolacije RNA smo možganske vzorce hranili pri 
-80 °C. V enem delu prefrontalnega korteksa, odvzetega vsaki miši, so z metodo HPLC 
določili vsebnost serotonina, preračunano na maso tkiva. Razliko v nivojih serotonina med 
sevoma smo potrdili s Studentovim t-testom (p = 0,00215 (priloga 1)). Miši seva C57BL/6 so 
imele v povprečju skoraj dvakrat višjo raven serotonina v prefrontalnem korteksu, kot to 
velja za sev BALB/c (primerjava skupin v standardnem življenjskem okolju) (Priloga 1), kar 
je skladno s pričakovanji (77). 
 
 
4.2 Izolacija RNA 
Iz zamrznjenih vzorcev možganskega tkiva smo po navodilih proizvajalca s kompletom 
Direct-zol RNA Miniprep izolirali RNA, pri čemer smo genomsko DNA razgradili z DNazo 
I. Integriteto izolirane RNA smo kvalitativno ovrednotili z agarozno gelsko elektroforezo 
(slika 9). 
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Slika 9: Primer analize vzorcev izolirane RNA z agarozno gelsko elektroforezo. Jasno sta vidni lisi, ki 
ustrezata ribosomski RNA 28S in 18S. Na vrhu gela so podane pripadajoče koncentracije RNA, 
ocenjene fluorimetrično. 
 
Pri elektrofoforezni analizi celokupne RNA je v primeru, da material ni razgrajen, mogoče 
opaziti jasni lisi, ki pripadata ribosomskima RNA (rRNA) 28S in 18S. Na sliki 9 sta vidni 
dve jasni lisi, kar nakazuje, da je izolirana RNA ustrezne kakovosti. V primeru (delno) 
razgrajene RNA bi opazili zgolj široko razpotegnjeno liso. Pri vzorcu M16 tudi z zelo 
občutljivim fluorimetrom nismo uspeli detektirati RNA, kar pojasnjuje odsotnost signala na 
gelu. Vzorec M16 pripada skupini 2 (preglednica IV), kjer so bile miši BALB/c izpostavljene 
obogatenemu okolju. Ta vzorec smo izločili iz nadaljnje analize in ga nismo prepisali v 
cDNA. Na podlagi elektroforezne analize sklepamo, da je bila izolirana RNA ustrezne 
kakovosti, zato smo jo lahko uporabili v reakciji reverzne transkripcije za sintezo cDNA. 
 
4.3 qPCR 
 
4.3.1 Uporaba referenčnih genov za normalizacijo 
Referenčni geni, ki jih uporabljamo za normalizacijo izražanja izbranih genov s qPCR, so 
običajno geni, potrebni za ohranjanje bazalnih celičnih funkcij, ki so ključne za preživetje 
celice. Dobri referenčni geni se stabilno izražajo v vseh celicah organizma pod normalnimi in 
eksperimentalnimi pogoji, neodvisno od vrste tkiva, razvojne stopnje, bolezni in celičnega 
cikla (87). Da lahko analiziramo relativno izražanje iskanih genov in jih primerjamo med 
seboj, potrebujemo referenčne gene kot interne standarde, izražanje tarčnega gena pa tako 
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primerjamo z izražanjem poljubnega referenčnega gena v istem vzorcu. Rezultat ponazorimo 
kot relativno izražanje tarčnega gena v primerjavi z izražanjem referenčnega gena. 
Referenčne gene uporabljamo z namenom zmanjšanja eksperimentalnih napak pri 
kvantifikaciji mRNA z RT-qPCR. Pri našem eksperimentalnem delu smo analizirali 
stabilnost izražanja petih potencialnih referenčnih genov (preglednica X) v 15 možganskih 
vzorcih. 
 
Preglednica X: Analizirani potencialni referenčni geni.  
Potencialen referenčni gen Protein Funkcija 
Tubb3 tubulin beta 3 
Strukturna komponenta 
mikrotubulov 
Actb aktin beta 
Strukturna komponenta 
mikrofilamentov, medcelična 
signalizacija, vpliv na 
mobilnost, strukturo in 
integriteto celic 
RPL27 ribosomalni protein L27 Gradnik ribosomov 
Hprt 
hipoksantin-
fosforiboziltransferaza 
Sinteza purinskih 
nukleotidov 
SNORD45B / 
snoRNA; vodi proces 
metilacije 2'-O-metilacije 
riboze na nukleotidu U172 
rRNA 18S 
 
 
Najvišje se izražajo geni Tubb3, Actb in Hprt, medtem ko je izražanje gena RPL27 in 
SNORD45B nižje (slika 10). Z makrom NormFider (84) smo v računalniškem programu 
Microsoft Excel izbrali kombinacijo genov Hprt in Actb kot najbolj stabilno med petimi 
analiziranimi geni. Kasneje smo izražanje genov ADAR1, ADAR2, SNORD115 in dolge 
izooblike transkripta 5ht2c normalizirali glede na geometrijsko sredino izražanja Actb in 
Hprt. Amplikone, pomnožene v reakcijah qPCR, smo analizirali z agarozno gelsko 
elektroforezo, da smo potrdili specifičnost reakcij (prisotnost enega samega pomnožka; slika 
11). 
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Slika 10: Stabilnost izražanja referenčnih genov v 15 naključno izbranih vzorcih, ki so vključevali 
izolate RNA miši vseh eksperimentalnih skupin (Cq - kvantifikacijski cikel; teoretično število ciklov 
PCR, pri katerem fluorescenčni signal doseže arbitrarno vrednost). Ponazorjene so mediane in razpon 
posameznih kvartilov.  
 
 
 
Slika 11: Prikaz amplikonov referenčnih in tarčnih genov, analiziranih z agarozno gelsko 
elektroforezo za potrditev specifičnosti qPCR. Med prikazanimi so tudi določeni geni, ki jih nismo 
uporabili v naši magistrski nalogi (označeni z sivo barvo). Številke na dnu označujejo pričakovano 
dolžino pomnožkov v baznih parih.  
 
 
4.3.2 Učinkovitost pomnoževanja amplikonov pri qPCR 
Ocenili smo učinkovitost pomnoževanja amplikonov za posamezne gene. Območje 
linearnosti smo določili v območju vsaj treh redčitev cDNA. Korelacijski koeficient pa je bil 
R2≥0,99 za vse gene. V primeru stoodstotne učinkovitosti pomnoževanja se v vsakem ciklu 
reakcije PCR količina pomnožka podvoji. Splošno je sprejeto, da je sprejemljiva učinkovitost 
pomnoževanja v qPCR med 90 in 110 %. Višje vrednosti nakazujejo nespecifično 
pomnoževanje (npr. prileganje začetnih oligonukleotidov na druga področja DNA, ki jo 
uporabimo kot matrico, ali nastajanje dimerov začetnih oligonukleotidov), medtem ko so 
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nižje vrednosti praviloma posledica suboptimalnih pogojev (npr. previsoke temperature, 
izbrane za korak prileganja začetnih oligonukleotidov, ali prekratek čas, namenjen 
podaljševanju verig DNA) oz. prisotnosti zaviralcev DNA-polimeraze (88). 
Za standardne premice bi morali uporabiti več točk za bolj natančen rezultat, vendar smo 
zaradi odstopanja števila ciklov od ostalih vrednosti pri zadnjih meritvah (označeno z rdečo v 
preglednici X) uporabili samo tri točke. Preverili smo še talilne krivulje amplikonov, 
pomnoženih v reakciji z najnižjo koncentracijo cDNA (ni prikazano), in opazili premik vrhov 
k nižji Tm v primerjavi z amplikoni, pomnoženimi v reakcijah z višjimi koncentracijami 
cDNA. Četrto točko smo zato pri vseh referenčnih genih izločili. 
Naklon premice Cq = f(log(C)) pri referenčnem genu Hprt je bil -3,23 (slika 12a) kar ustreza 
103-% učinkovitosti pomnoževanja (preglednica XI). Pri genu Actb je bil naklon -3,70 (slika 
12b) kar ustreza 86-% učinkovitosti pomnoževanja, ki po navedbah literature ni sprejemljiva 
(90-110-%), vendar smo jo zaradi majhnega odstopanja sprejeli. Odstopanje je lahko 
posledica suboptimalnih pogojev. Pri genu ADAR1 smo dobili naklon premice -3,07 (slika 
12c), kar ustreza 112% učinkovitosti pomnoževanja. Tudi tukaj je prišlo do majhnega 
odstopanja, kar bi lahko pripisali nespecifičnemu pomnoževanju med samo reakcijo. Pri 
genih ADAR2 (naklon -3,41), SNORD115 (-3,30) in 5ht2c (-3,48) (dolga spojitvena 
izooblika) (slike 12d, e, f) je bila učinkovitost pomnoževanja znotraj sprejemljivih vrednosti 
(97-%, 101-% in 94-%). Pri reakcijah qPCR za analizo izražanja genov smo uporabili 0,5 ng 
cDNA, ki je znotraj testiranega območja linearnosti. 
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Preglednica XI: Učinkovitost pomnoževanja amplikonov pri qPCR 
Gen Actb 
m cDNA (ng) Logaritem (konc.) Cq Tm 
Učinkovitost 
pomnoževanja 
1 0 24 80,90  
0,2 -0,699 26,7 80,95 86-% 
0,04 -1,40 29,2 80,90  
0,008 -2,10 32 80,71  
Gen ADAR1 
m cDNA (ng) Logaritem (konc.) Cq Tm 
Učinkovitost 
pomnoževanja 
1 0 27,9 78,2  
0,2 -0,699 30 78,5 112-% 
0,04 -1,40 32,2 78,3  
0,008 -2,10 35,2 78  
Gen ADAR2 
m cDNA (ng) Logaritem (konc.) Cq Tm 
Učinkovitost 
pomnoževanja 
1 0 27 81,4  
0,2 -0,699 29,6 81,4 97-% 
0,04 -1,40 31,8 81,2  
0,008 -2,10 34,5 80,8  
Gen SNORD115 
m cDNA (ng) Logaritem (konc.) Cq Tm 
Učinkovitost 
pomnoževanja 
1 0 18,1 70,4  
0,2 -0,699 20,6 70,3 101-% 
0,04 -1,40 22,7 70  
0,008 -2,10 26 69,7  
Gen 5ht2c (dolga spojitvena izooblika) 
m cDNA (ng) Logaritem (konc.) Cq Tm 
Učinkovitost 
pomnoževanja 
1 0 30 75,4  
0,2 -0,699 32,1 75,3 94-% 
0,04 -1,40 34,4 75,2  
0,008 -2,10 / 46,3  
Gen HPRT 
m cDNA (ng) Logaritem (konc.) Cq Tm 
Učinkovitost 
pomnoževanja 
1 0 25,4 73,8  
0,2 -0,699 27,8 73,7 103-% 
0,04 -1,40 29,9 73,4  
0,008 -2,10 33,1 73,2  
 
 
38 
 
Slika 12: Premice Cq = a×log(C) + b za referečne in analizirane gene, iz katerih smo ocenili 
učinkovitost pomnoževanja. 
 
 
4.3.3 Ocena robustnosti 
S primerjavo vrednosti Cq, zbranih v qPCR-analizi izražanja treh genov (Hprt, Actb in 
SNORD115) na petnajstih naključno izbranih vzorcih cDNA ob dveh različnih dnevih smo 
ocenili robustnost metode (tj. ponovljivost rezultatov) (slika 13). Ugotovili smo, da parameter 
Cq ne variira bistveno med obema dnevoma, kar pokaže tudi korelacijski koeficient R2≥0,99. 
Rezultati kažejo na sprejemljivo ponovljivost metode (majhno variabilnost). Pri analizi 
izražanja genov (3.3.4.3) smo zato vsak vzorec analizirali le enkrat (tj. brez tehničnih 
ponovitev, zgolj biološke ponovitve). 
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Slika 13: Ocena ponovljivosti qPCR (vrednotenje robustnosti metode) na genih Hprt, Actb in 
SNORD115. 
 
 
4.3.4 Izražanje genov ADAR1, ADAR2, SNORD115, 5ht2c 
Izražanje tarčnih genov smo normalizirali glede na izražanje referenčnih genov Hprt in Actb. 
Rezultate smo analizirali v programu R s ciljem odkriti morebitne statistično značilne razlike 
med primerjanimi skupinami živali (C57BL/6 vs. BALB/c, standardno vs. obogateno 
življenjsko okolje; preglednica XII). Pri vsaki primerjavi smo dve skupini primerjali med 
sabo. Eno vrednost smo izbrali za referenčno in ji pripisali vrednost 1, medtem ko smo drugo 
vrednost predstavili v odvisnosti od prve. Pri primerjavah 1 in 2 je bila spremenljivka tretma 
(obogateno okolje), medtem ko smo pri primerjavah 3 in 4 ugotavljali vpliv seva (genetskega 
ozadja) (slika 14). 
 
4.3.4.1 Izražanje gena ADAR1 
Analizirali smo relativno razliko v izražanju gena ADAR1 med kontrolnima skupinama 
(standardno življenjsko okolje) obeh sevov (C57BL/6 in BALB/c; primerjava 3 v preglednici 
XI, slika 14) (P= 0,87) (priloga 2). Enako smo testirali razlike znotraj obeh sevov (primerjavi 
1 in 2) (P=0,314, 0,543) ter razlike med sevoma, ki sta bila izpostavljena obogatenemu okolju 
(primerjava 4) (P=0,8201) (priloga 3). Med vsemi primerjavami nismo odkrili statistično 
značilnih razlik, kar nakazuje, da tako sev kot izbira okolja (vsaj pod izbranimi 
eksperimentalnimi pogoji (npr. štiritedensko časovno okno poskusa, izbor senzoričnih 
stimulantov in pogostost njihovega menjavanja)) nimata vpliva na izražanje gena ADAR1 v 
prefrontalnem korteksu. 
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4.3.4.2 Izražanje gena ADAR2 
Pri genu ADAR2 smo prav tako analizirali statistično značilne razlike v izražanju med 
skupinami. Pri primerjavi kontrol sevov C57BL/6 in BALB/c med sabo je prišlo do majhnih 
odstopanj relativnega izražanja gena ADAR2 znotraj skupine (primerjava 3 v preglednici XI, 
slika 14) (P=0,0766) (priloga 4). Prav tako je do odstopanja prišlo pri primerjavi 4 (P=0,201) 
(priloga 5), vendar nismo uspeli pokazati, da so razlike statistično značilne. Prav tako nam 
tega ni uspelo pokazati za preostali dve skupini. Ugotavljamo, da tako izbira okolja kot seva 
nimata vpliva na izražanje gena ADAR2. 
 
4.3.4.3 Izražanje gena SNORD115 
Pri relativnem izražanju gena SNORD115 nam ni uspelo pokazati statistično značilnih razlik 
med skupinami, čeprav pri primerjavi 1 prihaja do večjih odstopanj znotraj skupine, prav tako 
pri primerjavi 3 (preglednica XII, slika 14, priloga 6). Ugotavljamo, da tudi pri genu 
SNORD115 izibra seva kot okolja nimata vidnejšega vpliva na izražanje omenjenega gena. 
(graf v prilogi 7 za skupine 1, 2, 4) 
 
4.3.4.4 Izražanje gena 5ht2c (dolga spojitvena izooblika) 
Pri relativnem izražanju dolge spojitvene izooblike serotoninskega receptorja 2C prihaja do 
večjih odstopanj znotraj vseh štirih primerjav, vendar te razlike niso statistično značilne 
(preglednica XII, slika 14). Tako kot pri ostalih treh genih tudi tukaj nismo uspeli dokazati, 
da izbira okolja ali seva kakorkoli vplivata na spremembo izražanja 5ht2c gena (prilogi 8 in 
9). 
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Preglednica XII: Analiza razlik v izražanju genov ADAR1, ADAR2, SNORD115 in 5ht2c 
(dolga spojitvena izooblika) med osmimi skupinami miši (Studentov t-test). Vsaka 
primerjava ima dve skupini, kjer smo eno skupino izbrali za referenčno in ji pripisali vrednost 
1, drugo pa smo predstavili v odvistnosti od prve. O.O – obogateno okolje. SD – standardna 
deviacija. 
 
 Primerjava 1 Primerjava 2 Primerjava 3 Primerjava 4 
 
C57BL/6 
o.o 
C57BL/6 
kontrola 
BALB/c 
o.o 
BALB/c 
kontrola 
C57BL/6 
kontrola 
BALB/c 
kontrola 
C57BL/6 
o.o 
BALB/c 
o.o 
ADAR1 
Relativno 
izražanje 
(povprečje) 
0,94 1,00 0,97 1,00 1,00 0,90 1,00 0,93 
SD 0,19 0,21 0,41 0,34 0,21 0,31 0,20 0,39 
t-test P = 0,3139 P = 0,5434 P = 0,8683 P = 0,8201 
ADAR2 
Relativno 
izražanje 
(povprečje) 
0,99 1,00 0,94 1,00 1,00 1,15 1,00 1,09 
SD 0,16 0,22 0,20 0,17 0,22 0,20 0,17 0,23 
t-test P=0,622 P=0,245 P=0,0766 P=0,201 
SNORD115 
Relativno 
izražanje 
(povprečje) 
1,30 1,00 0,90 1,00 1,00 1,46 1,00 1,02 
SD 0,65 0,43 0,48 0,43 0,43 0,63 0,51 0,54 
t-test P = 0,3139 P = 0,5434 P = 0,8683 P = 0,8201 
5ht2c (dolga spojitvena izooblika) 
Relativno 
izražanje 
(povprečje) 
1,45 1,00 1,35 1,00 1,00 0,69 1,00 0,64 
SD 1,10 0,34 0,35 0,65 0,34 0,45 0,76 0,17 
t-test P = 0,343 P = 0,430 P = 0,306 P = 0,261 
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Slika 14: Prikaz relativnega izražanja genov ADAR1, ADAR2, 5ht2c (dolga spojitvena izooblika) in 
SNORD115 v prefrontalnem korteksu - primerjava med mišmi sevov BALB/c in C57BL/6, 
izpostevljenih enakemu okolju, in primerjava med mišmi, ki pripadajo istemu sevu, a so bile 
izpostavljene različnemu življenjskemu okolju (kontrolno (standardno) in obogateno okolje (O.O)). Z 
rdečo in rumeno sta označeni primerjavi, kjer je spremenljivka tretma (izbira okolja), pri zeleni in 
modri pa genetsko ozadje (sev). 
 
Analiza izražanja izbranih genov s qPCR ni razkrila statistično pomembnih razlik v 
odvisnosti od življenjskega okolja pri nobenem od sevov (BALB/c ali C57BL/6). 
Predvidevali smo, da obogateno okolje pozitivno vpliva na oba seva in povzroči zmanjšano 
izražanje genov ADAR1 in ADAR2. Encima katalizirata pretvorbo adenozinov v inozine pri 
preurejanju transkripta gena za serotoninski receptor 2C, kar zniža funkcionalnost in 
sposobnost signalizacije receptorja (14). Manjše izražanje adenozinskih deaminaz ADAR1 in 
ADAR2 bi pomenilo manj obsežno preurejanje transkripta 5ht2c in posledično večjo 
učinkovitost serotoninskega receptorja 2C. ADAR1/2 sta prisotna v več različnih spojitvenih 
različicah, ki imajo verjetno različno encimsko aktivnost. Naši začetni oligonukleotidi so bili 
oblikovani tako, da niso razlikovali med posameznimi različicami alternativnega 
povezovanja eksonov. 
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Učinek obogatenega okolja je imel zanemarljiv vpliv tudi na izražanje SNORD115, ki ima 
dve pomembni funkciji. Vsebuje nukleotidno zaporedje, ki je komplementarno zaporedju 
nukleotidov na eksonu Vb na pre-mRNA receptorja 5-HT2C. Vezava SNORD115 na odsek 
eksona Vb prepreči izrez tega eksona in poveča njegovo vključitev v zrelo mRNA. Rezultat 
je polno funkcionalen receptor. Izražanje dolge izooblike receptorja 5-HT2C je zato povezano 
z izražanjem gena SNORD115 (48). SNORD115 domnevno usmerja tudi 2'-O-metilacijo 
riboze na mestu C pre-mRNA receptorja 5-HT2C in s tem sterično ovira dostop encimu 
ADAR2 do substrata in zamenjavo adenozina za inozin na mestu C. S tem prepreči 
zmanjšano funkcionalnost receptorja (36). Z izpostavitvijo obeh sevov miši obogatenenmu 
okolju nismo dosegli povečanja izražanja gena SNORD115, posledično pa tudi ne večjega 
izražanje dolge spojitvene izooblike mRNA 5ht2c. 
Naše ugotovitve kažejo, da je tudi vpliv seva (genetsko ozadje) na izražanje tarčnih genov 
zanemarljiv. Miši seva BALB/c imajo zaradi SNP v genu Tph2 nižji nivo serotonina v 
primerjavi s sevom C57BL/6. Tph2 kodira encim triptofan hidroksilazo, ki sodeluje v 
biosintezi serotonina (78). Izražanje gena SNORD115 je bilo pri sevu BALB/c v povprečju 
višje v primerjavi s sevom C57BL/6 (preglednica XII) v standardnem okolju (kontroli), 
vendar razlika ni bila statistično značilna. V obogatenem okolju razlik med sevoma v 
izražanju SNORD115 ni bilo. Izražanje gena ADAR1 je bilo pri obeh sevih konstantno, 
izražanje ADAR2 (preglednica XII) pa je bilo v primerjavi s sevom C57BL/6 višje pri sevu 
BALB/c, vendar razlika ni bila statistično značilna. Nismo uspeli potrditi, da ima genetsko 
ozadje (sev) kakršenkoli vpliv na izražanje omenjenih genov. 
 
 
4.4 Sekvenciranje nove generacije 
Sekvenciranje amplikonov s tehnologijo NGS na platformi Illumina je opravilo podjetje 
Eurofins Genomics (Konstanz, Nemčija). Vseh 32 vzorcev RNA, izoliranih iz mišjih 
prefrontalnih korteksov smo pomnožili v reakciji PCR z začetnimi oligonukleotidi z unikatno 
pentanukleotidno identifikacijsko kodo, kar je omogočilo združevanje amplikonov in njihovo 
sočasno analizo v enem samem eksperimentu. Za PCR smo uporabili 35 ciklov, saj smo v 
predhodni optimizaciji pokazali, da šele pri 34 ciklu dobimo dovolj pomnožka za potrebe 
določanja nukleotidnih zaporedij. Signal na elektroforeznem gelu je sicer viden že po 31 
ciklih pomnoževanja (pred tem je koncentracija pomnožka prenizka za zaznavo; slika 15A). 
Več kot 35 ciklov ni smiselno izvesti, ker DNA-polimeraza lahko dela napake pri 
podaljševanju verige, ki se pri večjem številu ciklov pomnožijo in to vodi v napačno 
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interpretacijo rezultatov. Amplikone smo po reakciji PCR očistili s kompletom QIAquick, da 
smo odstranili presežne začetne oligonukleotide oz. njihove dimere. Pred tem smo potrdili, da 
komplet QIAquick omogoča kvantitativno odstranitev oligonukleotidov, pri čemer izgubimo 
le okoli 20 % amplikonov (denzitometrično ocenjena masa amplikona se je iz 230 ng znižala 
na na 180 ng) (slika 15B), kar je dovolj za nadaljnje delo. 
 
 
Slika 15: A. Amplikon, pomnožen v 10-µL reakciji PCR iz 10 ng cDNA v 25, 28, 31 ali 34 ciklih in 
analiziran na agaroznem gelu. NTC pomeni kontrolno reakcijo PCR, izvedeno v 34 ciklih 
pomnoževanja, v katero nismo vnesli cDNA in služi za oceno tvorbe dimerov oligonukleotidov kot 
nespecifičnih produktov. M predstavlja označevalec velikosti GeneRuler DNA LAdder Mix (Thermo 
Fisher). B. Primerjava amplikona pred in po čiščenju s kompletom QIAquick. Po čiščenju ni več 
prisotnih presežnih začetnih oligonukleotidov (označeni s puščico). 
 
Indeksirane amplikone smo združili v ekvimolarnem razmerju, da smo lahko določili 
nukleotidna zaporedja posameznih klonov v enem samem eksperimentu. Zbrali smo 
44180160 odčitkov ali povprečno 515790 na posamezen vzorec (najmanj 161446 in največ 
907864 na vzorec), od tega je bilo uporabnih (sekvenciranih iz »pravega« konca, ki vključuje 
regijo podvrženo preurejanju mRNA 5ht2c) približno polovica, tj. 20115822 odčitkov.  
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4.4.1 Ocena obsežnosti preurejanja transkripta gena 5ht2c 
Preurejanje RNA (deaminacija A do I) lahko vodi do različnih kombinacij nukleotidnih 
sprememb na petih mestih (A-E) mRNA eksona Vb 5ht2c. Možnih je 32 izooblik, ki kodirajo 
24 različnih receptorskih proteinov. To ima pomemben vpliv na učinkovitost in 
funkcionalnost serotoninskega receptorja 2C (14, 26). Najbolj izražena izooblika receptorja 
5-HT2C v možganih glodalcev je VNV (z aminokislinskimi ostanki Val157, Asn159 in 
Val161, kar je posledica sočasne deaminacije adenozinov na položajih A, B in D ali A in D; 
sliki 2 in 16), ki izkazuje najnižjo konstitutivno aktivnost receptorja (33). Izooblika, zapisana 
v genomu (brez preurejanja transkripta), je INI. Med bolj zastopanimi izooblikami je še VSV 
(nastala s sočasno deaminacijo adenozinov na položajih A, B, C in D ali A, C in D), ki kodira 
receptor z zmanjšano aktivnostjo (18). 
V odčitkih amplikonov, pripravljenih iz cDNA vsakega vzorca (razen M16) smo prešteli 
vsako od 32 možnih izooblik, ki so posledica preurejanja RNA (kjer pride do deaminacije A, 
to opazimo kot zamenjavo A za G). Izračunali smo delež posameznih izooblik v vsakem od 
vzorcev kot tudi frekvenco deaminacije adenozinov na posameznih položajih (A-E) in 
povprečja znotraj eksperimentalnih skupin. Ugotavljali smo, kako se izražanje posameznih 
izooblik razlikuje med sevoma miši BALB/c in C57BL/6, ter med različnima življenjskima 
okoljema. V programu R smo ugotavljali, ali so opažene razlike statistično pomembne. 
Podatke smo prikazali le za 16 najpogostejših izooblik, ker je izraženost preostalih 16 manjša 
od pražne vrednosti 0,55 %, kar smo ocenili kot napako pri sekvenciranju.  
 
4.4.2 Ocena napak sekvenciranja nove generacije 
Verjetnost napake pri branju posameznega nukleotida za platformo Illumina smo ocenili na 
0,11 %, kar je primerljivo s podatki iz literature (89). Z drugimi besedami: verjetnost, da smo 
posamezen nukleotid prebrali pravilno, je 99,89 %. Verjetnost, da je naprava pravilno 
prebrala vseh pet mest, ki so podvržena urejanju RNA je tako (99,89 %)5 ali 99,45 %. 
Možnih izooblik, ki se pojavljajo v vzorcih je 32, vendar jih le 16 preseže mejo 0,55 %, zato 
smo zaradi možnosti pridobitve napačnega rezultata upoštevali samo te. 
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Slika 16: Najbolj pogostih osem izooblik transkripta gena 5ht2c pri obeh sevih miši v standardnem 
(kontrola) in obogatenem življenjskem okolju. Preurejanje na mestih A, B, D ali A in D povzroči 
spremembo kodirnega potenciala treh kodonov in nastanek izooblike VNV, preurejanje na mestih A, 
B, C in D ali A, C in D povzroči nastanek izooblike VSV, O - polno funkcionalna izooblika INI  
 
a) Razlike v deležu vseh preurejenih izooblik med obogatenim in standardnim 
življenskim okoljem za oba seva (spremenljivka: okolje) 
S Studentovim t-testom smo primerjali delež vseh preurejenih izooblik za seva C57BL/6 in 
BALB/c v obogatenem in standardnem življenjskem okolju. Pri sevu BALB/c se delež vseh 
preurejenih izooblik med obema okoljema minimalno razlikuje, vendar razlika ni statistično 
značilna (P=0,390). Enako smo ugotovili tudi pri sevu C57BL/6 (P=0,236).  
 
b) Razlike v deležu vseh preurejenih izooblik med obema sevoma v obeh okoljih 
(spremenljivka: sev) 
Primerjali smo tudi oba seva med seboj v obogatenemu okolju, vendar nismo zaznali 
statistično značilnih razlik v deležu vseh preurejenih izooblik (P=0,970) (Priloga 10). Prav 
tako razlike niso bile statistično značilne pri primerjavi obeh sevov med seboj v standardnem 
okolju (P=0,0726) 
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c) Razlike v deležu posameznih izooblik med obogatenim in standardnim življenjskim 
okoljem znotraj istega seva (spremenljivka: okolje) 
Pri sevu BALB/c se delež posameznih izooblik med obema okoljema praktično ne razlikuje. 
Največja razlika je pri izoobliki ABD, ki je za 2 odstotni točki bolj izražena v obogatenem 
kot pa v standardnem življenjskem okolju (slika 16), vendar ta razlika ni statistično značilna 
(prilagojena P-vrednost=0,254) (preglednica XIII; priloga 11). Pri sevu C57BL/6 se delež 
posameznih izooblik med obema okoljema prav tako bistveno ne razlikuje. Delež izooblike 
AD je za 0,4 odstotne točke višji v standardnem okolju, vendar tudi ta razlika ni statistično 
značilna (prilagojena P-vrednost=0,652) (priloga 12). 
 
Preglednica XIII: Razlike v deležu posameznih izooblik transkripta 5ht2c znotraj obeh 
sevov, kot posledica okolja. * Uporabili smo korekcijo po Bonferroniju. 
 
Izooblika 
(BALB/c) 
Prilagojena P-
vrednost 
* 
Izooblika 
(C57BL/6) 
Prilagojena P-
vrednost 
* 
brez preurejanja 1 brez preurejanja 1 
A 1 A 0,858 
AB 1 AB 1 
ABE 1 ABE 1 
C 1 C 1 
AC 1 AC 1 
ABC 1 ABC 1 
D 1 D 1 
AD 1 AD 0,652 
BD 1 BD 1 
ABD 0,254 ABD 1 
ABED 1 ABED 1 
CD 1 CD 1 
ACD 1 ACD 1 
ABCD 1 ABCD 1 
ABECD 0,833 ABECD 1 
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4.4.3 Ocena frekvence deaminacije adenozinov na posameznih položajih (A-E) 
transkripta 5ht2c  
Sešteli smo števila posameznih odčitkov, ki nosijo spremembo A v G na posameznih 
položajih, podvrženih preurejanju RNA (A, B, C, D in E), za vsak posamezen vzorec cDNA 
in izračunali povprečja frekvenc deaminacije adenozinov na posameznih položajih za vsako 
od eksperimentalnih skupin (slika 17). V programu R smo ugotavljali, ali prihaja do 
statistično značilnih razlik med skupinami glede na frekvenco preurejanja adenozinov na 
posameznih položajih pod vplivom genetskega ozadja (v odvisnosti od seva) ali življenjskega 
okolja ter ali morda razlike v izražanju izbranih genov, sev in življenjsko okolje (in njihove 
interakcije) vplivajo na obsežnost deaminacije adenozinov. Razlike med skupinami smo 
analizirali s t-testom, medtem ko smo analizo vplivov dejavnikov na opažene razlike v 
obsegu preurejanja na posameznem položaju preverili s testom ANOVA. 
 
 
Slika 17: Prikaz deleža vseh transkriptov gena za receptor 5-HT2C, ki imajo na posameznem mestu (A, 
B, C, D, E) nukleotid A zamenjan v I. 
 
a) Potencialne razlike v obsežnosti deaminacije adenozinov na vsakem od petih mest 
(A-E) transkripta 5ht2c med kontrolnima skupinama sevov BALB/c in C57BL/6 
Pri primerjavi obsežnosti deaminacije adenozinov na vsakem od petih mest (A-E) 
transkriptov gena 5ht2c med kontrolnima skupinama obeh sevov s t-testom nismo potrdili 
statistično značilnih razlik (preglednica XIV). Po naših ugotovitvah genetsko ozadje (sev) 
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nima vpliva na obsežnost preurejanja posameznih mest, medtem ko so Gurevich in sodelavci 
pokazali obratno. Pri sevu miši BALB/c, ki ima nižjo sinaptično koncentracijo serotonina v 
možganih, so opisali bistveno manjšo frekvenco (za približno 50 %) deaminacije adenozinov 
na mestih C (p<0,02) in E (p<0,05) kot pri sevu C57BL/6 (normalen nivo serotonina). 
Rezultat je povečano izražanje izooblik mRNA za receptor 5-HT2c, ki kodirajo receptorje z 
visoko občutljivostjo na serotonin (55). Vse to je najbrž posledica naravnega mehanizma, ki 
manjše koncentracije serotonina uravnovesi z manj preurejenimi izooblikami in s tvorbo bolj 
funkcionalnih receptorjev. 
Preglednica XIV: Vpliv seva na obseg preurejanja transkripta 5ht2c na petih mestih v 
kontrolnih skupinah (*Bonferonijeva korekcija). 
 
Mesto preurejanja RNA 
 *Prilagojena P-
vrednost 
A 0,533 
B 0,815 
E 0,815 
C 0,815 
D 0,815 
 
b) Vpliv izražanja gena ADAR1, seva in njune medsebojne interakcije na frekvenco 
preurejanja transkripta 5ht2c na vsakem od petih mest v kontrolonih skupinah 
Preglednica XV: Vpliv izražanja gena ADAR1, seva in medsebojne interakcije na 
deaminacijo adenozinov transkripta 5ht2c na vsakem od petih mest. 
 
Mesto preurejanja 
RNA 
Vpliv gena  
(P-vrednost) 
Vpliv seva 
(P-vrednost) 
Vpliv intrakcije 
gen:sev  
(P-vrednost) 
A 0,135 0,0697 1 
B 0,00612* 0,131 0,317 
E 1 0,367 1 
C 1 0,190 1 
D 1 0,260 1 
*izražanje gena ADAR1 vpliva na frekvenco preurejanja na mestu B (priloga 13) 
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a. Vpliv izražanja gena ADAR1, seva, okolja in njihovih medsebojnih 
interakcij na frekvenco preurejanja na mestu B 
Preglednica XVI: Analiza vpliva (ANOVA) izražanja gena ADAR1, seva, okolja in 
medsebojnih interakcij na deaminacijo adenozinov na mestu B transkripta 5ht2c. 
 
 Prostostna 
stopnja 
Devianca Prostostna 
stopnja 
Devianca χ2 test 
 
ADAR1 1 10,9 28 79,2 0,0320* 
Sev 1 7,59 27 71,6 0,0735 
Tretma (okolje) 1 0,869 26 70,8 0,545 
ADAR1:sev 1 5,85 25 64,9 0,116 
ADAR1:tretma 1 12,0 24 52,9 0,0244* 
Sev:tretma 1 0,753 23 52,2 0,573 
ADAR1:sev:tretma 1 0,05 22 52,1 0,886 
*ADAR1 in interakcija ADAR1:tretma vplivata na frekvenco preurejanja na mestu B 
 
c) Vpliv izražanja gena ADAR2, seva in njunih medsebojnih interakcij na frekvenco 
preurejanja na vsakem od petih mest v kontrolonih skupinah 
Preglednica XVII: Vpliv izražanja gena ADAR2, seva in medsebojnih interakcij na 
deaminacijo adenozinov na vsakem od petih mest transkripta 5ht2c. 
 
Mesto preurejanja 
RNA 
Vpliv gena  
(P-vrednost) 
Vpliv seva 
(P-vrednost) 
Vpliv intrakcije 
gen:sev  
(P-vrednost) 
A 1 0,393 1 
B 1 0,393 1 
E 1 0,967 1 
C 1 0,708 1 
D 1 0,967 1 
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d) Vpliv izražanja gena SNORD115, seva in njunih medsebojnih interakcij na 
frekvenco preurejanja na vsakem od petih mest transkripta 5ht2c v kontrolonih 
skupinah 
Preglednica XVIII: Vpliv izražanja gena SNORD115, seva in medsebojnih interakcij na 
deaminacijo adenozinov na vsakem od petih mest transkripta 5ht2c. 
 
Mesto preurejanja 
RNA 
Vpliv gena  
(P-vrednost) 
Vpliv seva 
(P-vrednost) 
Vpliv intrakcije 
gen:sev  
(P-vrednost) 
A 1 0,0960 1 
B 1 0,224 1 
E 1 0,401 1 
C 1 0,159 1 
D 1 0,151 1 
 
e) Vpliv izražanja gena 5ht2c (dolga spojitvena izooblika), seva in njunih medsebojnih 
interakcij na frekvenco preurejanja na vsakem od petih mest transkripta 5ht2c v 
kontrolonih skupinah 
Preglednica XIX: Vpliv izražanja gena 5ht2c (dolga spojitvena izooblika), seva in 
medsebojnih interakcija na deaminacijo adenozinov na vsakem od petih mest transkripta 
5ht2c. 
 
Mesto preurejanja 
RNA 
Vpliv gena  
(P-vrednost) 
Vpliv seva 
(P-vrednost) 
Vpliv intrakcije 
gen:sev  
(P-vrednost) 
A 1 0,050 1 
B 1 0,153 1 
E 1 0,243 1 
C 0,0605a 0,381 1 
D 0,818 0,435 1 
a Nivoji gena 5ht2c imajo majhen, vendar ne signifikanten vpliv na preurejanje na mestu C 
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f) Vpliv izražanja gena 5ht2c (dolga spojitvena izooblika), seva, okolja in njihovih 
medsebojnih interakcij na frekvenco preurejanja na mestu C transkripta 5ht2c 
Preglednica XX: Analiza vpliva izražanja gena 5ht2c, seva, okolja in njihovih medsebojnih 
interakcij na deaminacijo adenozinov na mestu C transkripta 5ht2c. 
 
 Prostostna 
stopnja 
Devianca Prostostna 
stopnja 
Devianca χ2 test 
 
5-HT2C_L 1 5,88 27 89,3 0,138 
Sev 1 4,26 26 85,1 0,207 
Tretma 1 2,40 25 82,7 0,344 
5-HT2CR:sev 1 5,18 24 77,5 0,164 
5-HT2C_L:tretma 1 11,7 23 65,8 0,0364* 
Sev:tretma 1 0,266 22 65,5 0,753 
5-HT2C_L:sev:tretma 1 9,37 21 56,1 0,0612* 
*Interakcija gena 5ht2c in tretmaja vpliva na frekvenco preurejanja na mestu C. Majhen vpliv 
ima tudi interakcija 5ht2c, seva in tretmaja, vendar ni signifikantna. 
 
V statističnem programu R smo ugotavljali vpliv izražanja izbranih genov, genskega ozadja 
(seva BALB/c in C57BL/6), izbire okolja, ter njihovih potencialnih interakcij na obseg 
preurejanja na vseh petih mestih mRNA receptorja 5-HT2C. Ugotovili smo da izražanje gena 
ADAR1 vpliva na preurejanje na mestu B (P=0,00612). To potrjuje ugotovitve Abbasa in 
sodelavcev, ki so še dodatno pokazali vpliv gena ADAR1 na preurejanje na mestu A 
transkripta serotoninskega receptorja 2C, kar pa nam ni uspelo dokazati (preglednica XV) 
(35). Dodatno smo še ugotovili, da ima vpliv na obseg preurejanja na mestu B tudi interakcija 
med genom ADAR1 in izbranim okoljem, medtem ko je bil vpliv seva zanemarljiv 
(preglednica XVI). 
Pri genu ADAR2 (preglednica XVII) nismo uspeli pokazati povezave s preurejanjem na 
nobenem od petih mest. Po ugotovitvah litrature je ADAR2 zadolžen za preurejanje 
transkripta serotoninskega receptorja 2C na mestih C in D (34, 35), kar nam ni uspelo 
pokazati. Vpliv seva (genetike) in vpliv interakcije ADAR2:sev je bil po naših podatkih 
zanemarljiv.  
Vpliv izražanja SNORD115 (preglednica XVIII) na preurejanje mRNA receptorja 5-HT2C na 
kateremkoli od petih mest nam ni uspelo pokazati. SNORD115 domnevno usmerja metilacijo 
riboze na mesto 2'-O nukleotida adenozina in s tem sterično ovira dostop encimu ADAR2 do 
 
 
53 
adenozina, kar zmanjša njegovo pretvorbo v inozin na mestu C. Posledično je funkcionalnost 
5-HT2C receptorja močno izboljšana (36).  
Pri izražanju dolge spojitvene izooblike gena 5ht2c (preglednica XIX) smo odkrili zelo 
majhen vpliv na preurejanje na mestu C (P=0,0605), ki pa ni signifikanten. Prav tako vpliva 
na preurejanje interakcija 5ht2c:tretma. Interakcija 5ht2c:sev:obogateno okolje nima 
pomembnejšega vpliva (preglednica XX).  
Dodatno smo preverjali še morebitne statistično značilne razlike v obsegu preurejanja na 
vsakem od petih mest transkripta 5ht2c kot rezultat obogatenega okolja za seva C57BL/6 in 
BALB/c, vendar nismo uspeli dokazati nobenih statistično pomembnih razlik (ni prikazano). 
Tudi vpliv nivojev serotonina na obseg preurejanja na petih mestih pri obeh sevih ni bil viden 
(ni prikazano), čeprav so Englander in sodelavci pokazali, da je pri sevu C57BL/6 večina 
mRNA, ki kodira receptor 5-HT2C, podvržena preurejanju A v I. Posledično več kot 60 % 
vseh izooblik mRNA kodira receptorje z manjšo funkcionalnostjo. Nasprotno je pri sevu 
BALB/c, ki ima manjše koncentracije serotonina v možganih, večina mRNA nespremenjena 
in kodira receptorje z visoko aktivnostjo in afiniteto za agoniste (29). V našem primeru tega 
nismo uspeli pokazati (priloga 14). Abbas in sodelavci so prav tako ugotovili, da močno 
žnižane vrednosti možganskega serotonina nimajo pomembnega učinka na preurejanje 
reeptorja 5-HT2C (35). 
 
V človeških možganih je normalno delovanje receptorja 5-HT2C zelo pomembno, saj sodeluje 
pri regulaciji počutja, anksioznosti, kognitivnih funkcij, stresa, hranjenja in drugih aspektov 
obnašanja (8). V naši magistrski nalogi smo želeli dobiti vpogled, kako lahko obogateno 
okolje in genetsko ozadje pri razvoju miši vpliva na preurejanje transkripta receptorja 5-
HT2C. Ta je podvržen dvema posttranskripcijskima modifikacijama, ki izpopolnita in uglasita 
samo delovanje in funkcijo  receptorja 2C. Encim ADAR je prisoten v možganih sesalcev in 
je zadolžen za preurejanje mRNA receptorja 5-HT2C kot pomembna stopnja pri dozorevanju 
možganov. Problem nastane pri njegovem prekomernem izražanju, ki negativno vpliva na 
končno funkcijo receptorja 5-HT2C. Vzrok prekomernega izražanja je v večini primerov hud 
stres v zgodnjem življenskem obdobju, ki poveča izražanje encimov ADAR, s tem pa močno 
vpliva na preurejanje transkripta serotoninskega receptorja 2C. Posledica so lahko nepovratne 
spremembe možganskih funkcij, ki lahko v odraslem obdobju zelo vplivajo na kakovost 
življenja (pojav depresije, pri izpostavitvi stresu in slabša odzivnost na zdravljenje z zdravili). 
Zdravljenje z zdravili ali izpostavljenost obogatenemu okolju med obdobjem odraščanja sta 
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možnosti, s katerima bi lahko vplivali na izražanje encimov ADAR in posledično na 
funkcionalnost receptorja.  
Majhna nukleolarna RNA (snoRNA) SNORD115 lahko na preurejanje transkripta  receptorja 
2C vpliva z blokiranjem delovanja ADAR in s spodbujanjem vključitve eksona Vb v zrelo 
mRNA (nastanek dolge izooblike 5-HT2C). Pomankanje SNORD115 skupaj z delecijo 
SNORD116 lahko povzroči bolezensko stanje Prader-Willijev sindrom, ki se kaže v obliki 
motenj v razvoju,  duševni zaostalosti, morbidni debelosti ter kognitivnih motnjah. 
V naši magistrski nalogi vpliva obogatenega okolja na izražanje encimov ADAR in 
SNORD115 nismo uspeli pokazati. Prav tako nismo uspeli pokazati razlik v izražanju teh 
genov med obema sevoma miši (BALB/c in C57BL/6). Vpliv okolja in seva na izražanje 
posameznih izooblik in frekvenc preurejanja na posameznih mestih transkripta 5ht2c sta bila 
zanemarljiva. Razlog za negativne rezultate bi lahko pripisali več razlogom:  
- Eksperiment smo izvajali za oba seva v obeh okoljih 4 tedne. Učinek obogatenega 
okolja bi lahko po 4 tednih že izzvenel, zato bi bilo pametno razmisliti o spremenjeni 
časovnici eksperimenta (krajši ali daljši čas) 
- RNA smo izolirali samo iz prefrontalnega korteksa miši. Analizo bi bilo smiselno 
razširiti tudi na druge možganske regije, zlasti hipotalamus, horoidni pleksus, 
hipokampus in striatum, kjer bi lahko rezultati pokazali drugačno sliko. 
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5 SKLEP 
 
V okviru magistrske naloge smo preučevali vpliv okolja in genetskega ozadja na izražanje 
genov ADAR1, ADAR2, SNORD115 in 5ht2c (dolge izooblike receptorja 5-HT2C) v 
prefrontalnemu korteksu možganov dveh sevov miši. Omenjeni geni so udeleženi v dveh 
posttranskripcijskih modifikacijah mRNA 5ht2c (preurejanje RNA A v I in alternativno 
povezovanje eksonov) in močno vplivajo na funkcionalnost kodiranega receptorja 5-HT2C.  
 
Z metodo kvantitativne verižne reakcije s polimerazo (qPCR) smo analizirali izražanje prej 
omenjenih genov pri miših BALB/c in C57BL/6, izpostavljenih obogatenemu in 
standardnemu okolju (kontrola). Ugotovili smo, da vpliv genetike (seva miši) in izbire okolja 
na izražanje izbranih genov ni značilen.   
 
Dodatno smo z metodo sekvenciranja nove generacije potrdili ugotovitve literature, da 
izražanje gena ADAR1 vpliva na preurejanje transkripta 5ht2c na mestu B. Prav tako na 
preurejanje na tem mestu vpliva interakcija med genom ADAR1 in izbranim okoljem. 
Ugotovili smo še, da izražanje genov ADAR2, SNORD115 in 5ht2c (dolge izooblike 
receptorja) ter njihovih interakcij s sevom in okoljem nima vpliva na izražanje posameznih 
izooblik mRNA 5ht2c in na obseg (frekvenco) deaminacij adenozinov na posameznih 
položajih (A-E).  
 
RNA smo izolirali iz prefrontalnega korteksa možganov miši, kar bi utegnilo imeti 
pomemben vpliv na rezultate. Najvišje izražanje ima gen za receptor 5-HT2C v hipokampusu, 
zato bi nadaljnje analize v tej regiji možganov miši lahko razkrile drugačne rezultate. Tudi 
izpostavljenost miši različnima okoljema v obdobju 4 tednov je lahko botrovalo takim 
rezultatom. Skrajšanje časa poskusa bi lahko spremenilo rezultate zaradi možnosti zaznave 
sprememb v prefrontalnem korteksu, ki so lahko po 4 tednih že izvenele. 
 
Drugačnim ugotovitvam v literaturi je lahko bila vzrok tudi uporaba starejših tehnik 
določanja nukleotidnega zaporedja, kjer so analizirali bistveno manjše število vzorcev in tudi 
zaznava redkejših izooblik je bila otežena, kar je posledično lahko vplivalo na rezultate. 
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7 PRILOGE 
 
Priloga 1: Razlika v nivoju serotonina med sevoma BALB/c in C57BL/6 
 
 
 
Priloga 2: Relativno izražanje gena ADAR1 za kontroli obeh sevov 
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Priloga 3: Relativno izražanje gena ADAR1 za oba seva v kontrolni skupini in obogatenem okolju 
 
 
 
Priloga 4: Relativno izražanje gena ADAR2 za kontroli obeh sevov 
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Priloga 5: Relativno izražanje gena ADAR2 za oba seva v kontrolni skupini in obogatenem okolju 
 
 
 
Priloga 6: Relativno izražanje gena SNORD115 za kontroli obeh sevov 
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Priloga 7: Relativno izražanje gena SNORD115 za oba seva v kontrolni skupini in obogatenem okolju 
 
 
 
Priloga 8: Relativno izražanje dolge spojitvene izooblike 5ht2c za kontroli obeh sevov 
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Priloga 9: Relativno izražanje dolge spojitvene izooblike 5ht2c za oba seva v kontrolni skupini in 
obogatenem okolju 
 
 
 
Priloga 10: Razlika v deležu (ne)preurejenih izooblik znotraj obeh sevov izpostavljenih obogatenemu 
okolju in kontroli 
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Priloga 11: Razlika v deležu preurejenih izooblik ABD seva BALB/c kot posledica okolja (tretmaja) 
 
 
 
Priloga 12: Razlika v deležu preurejenih izooblik AD seva C57BL/6 kot posledica okolja (tretmaja) 
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Priloga 13: Vpliv izražanja gena ADAR1 na frekvenco preurejanja na mestu B (Pearsonov koeficient 
korelacije) 
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Priloga 14: Vpliv koncentracije serotonina na razlike v obsegu preurejanja za vseh pet mest. 
Mesto preurejanja 
(BALB/c) 
Vpliv koncentracije 
serotonina 
(P-vrednost) 
Mesto preurejanja 
(C57BL/6) 
Vpliv koncentracije 
serotonina 
(P-vrednost) 
A 1 A 1 
B 0,07 B 1 
E 1 E 1 
C 1 C 1 
D 1 D 1 
 
 
